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I. EINLEITUNG 
1. Das Hepatitis E Virus 
Die Hepatitis E ist eine weltweit vorkommende, infektiöse Lebererkrankung des 
Menschen, welche durch das Hepatitis E Virus verursacht wird.  
Das Hepatitis E Virus spielt sowohl in Entwicklungsländern, als auch in 
industrialisierten Ländern eine bedeutende Rolle, da es der häufigste Erreger 
sogenannter non-A-non-B-Hepatitiden ist. Wesentlich ist, dass es zwei 
geographisch verschiedene Verbreitungsarten des Virus gibt. In 
Entwicklungsländern wird das Hepatitis E Virus vor allem fäkal-oral durch 
verschmutztes Trinkwasser übertragen, was große Epidemien zur Folge hat. In 
den Industrienationen tritt Hepatitis E nur sporadisch auf und wurde lange Zeit als 
Reisekrankheit eingestuft. In den letzten Jahren konnten allerdings vermehrt 
autochthone Erkrankungsfälle dokumentiert werden. Die Krankheit ist in 
Deutschland seit 2001 meldepflichtig nach IfSG §6. Meldepflicht besteht bei 
Krankheitsverdacht, der Erkrankung sowie dem Tod an akuter Hepatitis. Zudem 
besteht Meldepflicht beim Nachweis einer akuten HEV-Infektion durch das Labor 
nach IfSG §7. Da es sich bei Hepatitis E um eine meist selbstlimitierende 
Erkrankung mit unspezifischen Symptomen handelt, wird von einer sehr hohen 
Dunkelziffer nicht gemeldeter bzw. nicht diagnostizierter Fälle ausgegangen. 
Des Weiteren wurde das Virus in verschiedenen Tierarten nachgewiesen, wobei 
dem Schwein die bedeutendste Rolle zukommt. Epidemiologische und 
phylogenetische Forschungsergebnisse zeigen, dass das Hepatitis E Virus eine 
Zoonose ist und über den Verzehr roher oder unzureichend gegarter 
Fleischprodukte und Innereien infizierter Schweine übertragen werden kann. Es 
besteht weiterhin Forschungsbedarf zum Vorkommen des Hepatitis E Virus in 
Nutztierbeständen sowie in Fleisch- und Wurstwaren. Auch die tatsächliche 
Gefährdung des Menschen, genaue Daten zur Durchseuchung der 
Gesamtbevölkerung und spezieller Risikogruppen ist bzw. sind durch das Fehlen 
geeigneter Testsysteme bisher nur in Grundzügen bekannt. 
Momentan sind in der Humanmedizin drei gängige Testsysteme zum Nachweis 
von HEV-IgG-Antikörpern kommerziell verfügbar, welche auf rekombinanten, 
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bakteriell exprimierten HEV-Antigenen basieren. Dabei handelt es sich um den 
„HEV IgG ELISA“ von Axiom Diagnostics (Worms), um den „recomLine HEV 
IgG/IgM“ Immunoblot von Mikrogen (Neuried) und um den „HEV ELISA“ von 
MP Diagnostics (Genf, Schweiz). Da die Angaben zur HEV-Seroprävalenz von 
Menschen, welche in den Industrienationen leben, stark schwanken (0,3% - 53%), 
wurde der Grund dafür in den verschiedenen Testsystemen vermutet. In einer 
kürzlich veröffentlichten Vergleichsstudie mit 200 Probandenseren konnte gezeigt 
werden, dass zwischen diesen drei Testsystemen große Differenzen bezüglich der 
Sensitivität zu verzeichnen waren. Die Seroprävalenz variierte von 29,5% (Axiom 
Diagnostics) über 18% (Mikrogen) bis hin zu 4,5% (MP Diagnostics) (WENZEL 
et al., 2013). 
Diese Doktorarbeit soll dazu beitragen, verbesserte Testsysteme zum Nachweis 
von anti-HEV-IgG-Antikörpern zu entwickeln. Hierfür ist die Herstellung 
sogenannter Virus-ähnlicher Partikel („virus-like particles“, VLPs) des Hepatitis 
E Virus, kurz HEV-VLPs, ein vielversprechender Ansatz. Besonderes Augenmerk 
liegt dabei auf der Untersuchung der zoonotisch übertragbaren HEV Genotypen 3 
und 4. 
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II. LITERATURÜBERSICHT 
1. Geschichte des Hepatitis E Virus 
Hepatitis-Erkrankungen mit fäkal-oralem Übertragungsweg, wie z.B. durch 
verschmutztes Trinkwasser, wurden früher dem Hepatitis-A-Virus zugeordnet. 
Erst 1980 konnte in einer Studie gezeigt werden, dass es sehr wahrscheinlich noch 
einen weiteren bisher unbekannten Hepatitis-Erreger gibt. In dieser Studie wurden 
konservierte Patientenseren aus dem Jahre 1955 und 1956 ausgewertet. Die Seren 
stammten von Patienten aus Delhi in Indien, wo zu dieser Zeit eine Hepatitis-
Epidemie infolge einer Überschwemmung ausgebrochen war (WONG et al., 
1980). Auch in den 1980er Jahren traten in Asien, dem mittleren Osten und 
Nordafrika fäkal-oral übertragbare Hepatitis-Epidemien von unbekannter Genese 
auf. Es konnte zudem ausgeschlossen werden, dass es sich um das bereits seit 
einigen Jahren bekannte Hepatitis-A-Virus handelt. Erst im Jahre 1983 gelang es 
dem russischen Virologen Mikhail Balayan, sich selbst mit dem neuen Hepatitis-
Erreger durch orale Aufnahme einer Stuhlprobe zu infizieren und das Virus aus 
seiner eigenen Stuhlprobe im Immunelektronenmikroskop nachzuweisen 
(BALAYAN et al., 1983). Zunächst sprach man von der enterically transmitted 
non-A non-B Hepatitis (ET-NANBH). In einer Studie von 1988 wurde der Stuhl 
dreier Patienten mit akuter ET-NANBH untersucht und virusähnliche Partikel mit 
einem Durchmesser von 32 nm nachgewiesen. Zwei der drei Proben wurden 
daraufhin genauer untersucht und zeigten spezifische Bindungsreaktionen mit 
Antikörpern aus den Proben früherer ET-NANBH-Patienten aus Asien, der 
Sowjetunion, Nordamerika und Nordafrika. Außerdem wurden Affen 
experimentell mit jener Probe infiziert und zeigten eine Serokonversion. Somit 
wurde gezeigt, dass ein Virus oder eine Virusklasse der Erreger der ET-NANBH 
ist (BRADLEY et al., 1988). Zwei Jahre später gelang die Klonierung und 
Sequenzierung von Teilen des viralen Genoms (REYES et al., 1990). In einer 
retrospektiven Studie zur Seroepidemiologie konnte nachgewiesen werden, dass 
von 17 wasserübertragenen Hepatitis-Epidemien in Indien 16 durch das ET-
NANBH-Virus verursacht wurden (ARANKALLE et al., 1994).  
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Im Jahre 1991 gelang das Klonieren und Sequenzieren des Virus und das 
identifizierte Virus wurde als Hepatitis-E-Virus benannt (PURCELL & 
EMERSON, 2008). 
Außerdem konnte nachgewiesen werden, dass auch die experimentelle Infektion 
des Hausschweins (Sus scrofa domestica) mit humanem, aus Asien stammendem 
HEV möglich ist (BALAYAN et al., 1990). Ein Jahr später wurden Hausschweine 
mit humanen HEV-Proben von Patienten aus der ehemaligen UdSSR 
experimentell auf oralem und/oder auf intravenösem Wege infiziert. Es wurde 
gezeigt, dass es auch zur Übertragung von Schwein zu Schwein kam und sich die 
Krankheitssymptome durch den Einsatz von Immunsuppressiva verstärkten 
(USMANOV et al., 1991).  
Während einer Hepatitis E-Epidemie im Jahre 1989 wurden 23 Nager 
verschiedener Spezies (4 Turkestan-Ratten, 15 Hausmäuse, 4 Waldmäuse) im 
Umkreis von einem km gefangen und auf Hepatitis E untersucht. Bei fünf der 
Nager konnte das Hepatitis E-Virus nachgewiesen werden. Unter experimentellen 
Bedingungen wurden daraufhin sieben weiße Mäuse mit einem humanen HE-
Virus infiziert und bei allen Tieren konnte eine spezifische Serokonversion sowie 
die Virusausscheidung mit den Faeces nachgewiesen werden. Aufgrund dieser 
Erkenntnisse ging man davon aus, dass Nager wesentlich an der Verbreitung des 
HE-Virus beteiligt sein könnten (KARETNYI IU et al., 1993). 
1997 wurde in Schweinen ein neues HEV entdeckt, das sogenannte Schweine-
HEV. Die Beprobung einer amerikanischen Schweineherde ergab, dass die 
Mehrzahl der Tiere ab einem Alter von drei Monaten seropositiv war. Es konnte 
gezeigt werden, dass das porzine HEV mit humanen HEV-Antikörpern 
kreuzreagierte. Beim Vergleich der beiden Genomsequenzen wurde die enge 
phylogenetische Verwandtschaft zwischen humanen und porzinen HEV-Stämmen 
deutlich. Dieser Erkenntnis folgte erstmals der Gedanke, welches zoonotische 
Potential das Hepatitis E Virus aufweist (MENG et al., 1997). Noch heute 
beschäftigen sich zahlreiche Arbeitsgruppen mit dieser nach wie vor aktuellen 
Fragestellung. 
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2. Taxonomie des Hepatitis E Virus 
Das Hepatitis E Virus wurde früher zu den Caliciviridae gezählt, da seine 
Oberflächenstruktur im Elektronenmikroskop den Caliciviren ähnlich ist. Nach 
weiteren Untersuchungen der Genomstruktur und des Replikationszyklus zeigten 
sich allerdings deutliche Unterschiede zu den Caliciviren. Im Jahre 2000 wurde 
das HEV aus der Klasse der Caliciviridae entfernt und gehörte vorübergehend 
keiner Virusklasse an (GREEN et al., 2000). Aktuell ist es der monogenerischen 
Familie der Hepeviridae und dem Genus Hepevirus zugeordnet (PURCELL & 
EMERSON, 2008). Das Hepatitis E Virus wird taxonomisch in vier Genotypen 
unterteilt, welche als Genotypen 1, 2, 3 und 4 bezeichnet werden. In den letzten 
Jahren wurden zudem neue Erreger-Stämme in Ratten, Frettchen, Füchsen und 
Fledermäusen nachgewiesen, welche sich genetisch stärker von den bisher 
klassifizierten Genotypen unterscheiden (PONTERIO et al., 2014). Sie sind 
aktuell noch nicht taxonomisch kategorisiert. Die vier Genotypen sind wiederum 
unterteilt in Subtypen, wovon Genotyp 3 die größte Diversität aufweist (s. Tab. 1). 
Nach heutigem Wissensstand existiert nur ein Serotyp des Hepatitis E Virus.     
 
Abbildung 1: Elektronenmikroskopische Aufnahme von Hepatitis E Viren (SCHULTHEIß 
et al., 2013) 
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3. Aufbau und Virusgenom des Hepatitis E Virus 
Das HEV ist ein unbehülltes Einzelstrang-RNA-Virus von positiver Polarität. Die 
gesamte Genomlänge beläuft sich auf circa 7,2 kb (CAO & MENG, 2012).  
Am 3'Ende befindet sich ein Poly(A)-Schwanz. Am 5'Ende ist eine Cap-Struktur 
vorhanden. Kurze, nicht-kodierende Sequenzen sind sowohl am 5'Ende als auch 
am 3'Ende vorhanden. Das Virusgenom beinhaltet drei offene Leserahmen (ORFs, 
engl. open reading frames), die teilweise überlappen (AYE et al., 1992; AYE et 
al., 1993). 
ORF1 befindet sich am 5'Ende des HEV-Genoms. Das Polyprotein, für welches 
ORF1 kodiert, besteht aus ca. 1690 Aminosäuren und wird posttranslational in 
mehrere, für die Virusreplikation erforderliche Nichtstrukturproteine gespalten. 
Bei diesen Nichtstrukturproteinen handelt es sich um eine Guanylyl-
Methyltransferase, eine RNA-abhängige RNA-Polymerase, eine dem Papain 
ähnliche Cysteinprotease und eine RNA-Helikase. ORF2 liegt am 3'Ende des 
HEV-Genoms und codiert für das Strukturprotein, welches aus 660 Aminosäuren 
besteht (HE et al., 1997; SURJIT et al., 2004). ORF3 überlappt ausschließlich mit 
ORF2 und nicht, wie lange angenommen, mit ORF1 (HUANG et al., 2007). 
ORF3 codiert für ein kleines, multifunktionelles Phosphoprotein, welches aus 114 
Aminosäuren besteht. Das ORF3-Protein ist noch nicht vollkommen entschlüsselt. 
Die Interaktion des ORF3-Proteins mit dem ORF2-Protein lässt vermuten, dass 
ORF3 an der korrekten strukturellen Anordnung als Regulator beteiligt ist, da das 
ORF3-Protein nur an nicht-glykosyliertes ORF2-Protein bindet. (TYAGI et al., 
2002). Die C-terminale Region des ORF3-Proteins scheint zudem an der 
Morphogenese und Pathogenese des HE-Virus beteiligt zu sein (TYAGI et al., 
2005). In neueren Forschungsarbeiten konnte gezeigt werden, dass das ORF3-
Protein vermutlich essentiell für den Austritt der Viren aus infizierten Zellen ist 
(YAMADA et al., 2009; CAO & MENG, 2012).  
II. Literaturübersicht     7 
 
Abbildung 2: Anordnung und Funktion der drei ORFs im HEV-Genom. ORF1 kodiert für 
Nichtstrukturproteine, die zur Virusreplikation erforderlich sind; ORF2 kodiert für das 
Strukturprotein und überlappt mit ORF3, welches vermutlich an Morphogenese und 
Pathogenese beteiligt ist. ORF = offener Leserahmen (open reading frame); kb = Kilo-
Basenpaar(e) 
 
Bisher sind weltweit vier humanpathogene Genotypen und vierundzwanzig 
Subtypen bekannt (LU et al., 2006).  
Genotypen Subtypen 
 Anzahl Nomenklatur 
Genotyp 1 5 1a, 1b, 1c, 1d, 1e 
Genotyp 2 2 2a, 2b 
Genotyp 3 10 3a, 3b, 3c, 3d, 3e, 3f, 3g, 3h, 3i, 3j 
Genotyp 4 7 4a, 4b, 4c, 4d, 4e, 4f, 4g 
Tabelle 1: Die vier humanpathogenen Genotypen und deren Subtypen (LU et al., 2006) 
 
4. Virale Transkription und Morphogenese des Hepatitis E 
Virus 
Der Lebenszyklus des Hepatitis E Virus ist noch nicht vollständig entschlüsselt. 
Die Forschung wird vor allem dadurch erschwert, da bisher noch keine geeigneten 
Methoden zur Kultivierung des Hepatitis E Virus in vitro gefunden wurden. 
Sowohl die Anhaftung als auch der Eintritt des Virus in die Zelle ist nur 
ansatzweise erforscht. Es wurde noch kein spezieller Rezeptor für HEV 
identifiziert, jedoch könnten auf der Oberfläche der Wirtszelle gelegene 
Heparansulfatproteoglykane (HSPGs)  als Bindungsrezeptor fungieren (KALIA et 
al., 2009). Am Einschleusen des Virus in die Wirtszelle sind vermutlich ein 
Hitzeschockprotein (HSP90) und Tubulin beteiligt (ZHENG et al., 2010). Sobald 
die virale RNA in das Zytosol freigesetzt wird, erfolgt die Translation des 
Nichtstrukturproteins ORF1. Dieses Polyprotein kodiert dabei für die 
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Methyltransferase, Cysteinprotease, RNA-Helicase und RNA-abhängige RNA-
Polymerase. Die genomische, positiv-strängige RNA wird repliziert, wodurch 
negativ-strängige RNA hergestellt wird. Dies konnte sowohl in Replikon-
transfizierten Zellen gezeigt werden (PANDA et al., 2000), als auch in den 
Leberzellen experimentell infizierter Schweine (MENG et al., 1998) und 
Rhesusaffen (NANDA et al., 1994). Diese negativ-strängige RNA dient als 
Matrize für die Synthese weiterer positiv-strängiger genomischer und 
subgenomischer RNA. Letztgenannte ist für die Translation des Kapsidproteins 
ORF2 und des multifunktionellen Proteins ORF3 notwendig (GRAFF et al., 2006; 
HUANG et al., 2007; ICHIYAMA et al., 2009). Anschließend wird die positiv-
strängige, genomische RNA in das ORF2-Kapsidprotein geschleust, wodurch 
neue Virionen assembliert werden. Das ORF3-Protein unterstützt vermutlich die 
Virusreplikation, indem es für optimale Bedingungen in der Wirtszelle sorgt. Die 
entstehenden Virionen werden an die Zellmembran transportiert, wobei das 
ORF3-Protein das Ausschleusen der Virionen aus der infizierten Wirtszelle 
ermöglicht (AHMAD et al., 2011). 
 
Abbildung 3: Replikationszyklus des Hepatitis E Virus (AHMAD et al., 2011) Anheftung (1), 
Binden an Rezeptor (2), Einschleusung (3), Entlassen der RNA ins Zytoplasma (4), 
Translation (5), Replikation von +Strang-RNA in –Strang-RNA (6), Synthese 
subgenomischer +Strang-RNA (7a), Synthese kompletter +Strang-RNA (7b), Translation der 
ORF2- und ORF3-Proteine aus subgenomischer +Strang-RNA (8), genomische +Strang-
RNA wird in ORF2-Kapsidprotein verpackt (9), ORF3-Protein unterstützt die 
Ausschleusung des Virions (10a/10b), vermutete Verbindung der Virionen mit ORF3-Protein 
und Lipiden (11) 
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Man nimmt an, dass die Replikation des Heptitis E Virus vor allem in der Leber in 
den Hepatozyten stattfindet. In experimentell infizierten Schweinen konnte 
positiv-strängige virale RNA in nahezu jedem Gewebe nachgewiesen werden, 
während die replizierte negativ-strängige RNA vorrangig im Dünndarm, in 
Lymphknoten, im Dickdarm und in der Leber nachzuweisen war (WILLIAMS et 
al., 2001). In den mononukleären Zellen des peripheren Blutes von HEV-
Patienten wurde zwar HEV-RNA gefunden, allerdings konnte kein Nachweis für 
eine virale Replikation in diesen Blutzellen erbracht werden (IPPAGUNTA et al., 
2011). 
 
5. Übertragungswege des Hepatitis E Virus 
Das Hepatitis-E-Virus kann auf verschiedensten Wegen übertragen werden. Eine 
Übersicht zu den bisher bekannten Transmissions-Routen bietet Abbildung 4.  
 
Abbildung 4: Übertragungswege von HEV, modifiziert nach (PEREZ-GRACIA et al., 2014) 
Endemische Ausbrüche werden durch infektiöses Trinkwasser verursacht. Über die Faeces 
infizierter Schweine und Menschen kann das Virus ins Trinkwasser gelangen und große 
Epidemien verursachen. In Gegenden, in denen die Trinkwasserqualität gesichert ist, tritt 
Hepatitis E  nur sporadisch auf; jedoch sind die Übertragungswege vielfältig. 
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5.1. Nicht-Zoonotisch 
Das humane Hepatitis E Virus wird in endemischen Regionen meist fäkal-oral 
durch kontaminiertes Trinkwasser übertragen (BALAYAN et al., 1983). Ebenso 
möglich, jedoch weit weniger häufig ist die transplazentare Übertragung von der 
Mutter auf das Ungeborene und die Übertragung des Virus durch infektiöse 
Bluttransfusionen (KHUROO et al., 1995; MATSUBAYASHI et al., 2008). Die 
Genotypen 1 und 2 sind Anthroponosen, das heißt der einzige natürliche Wirt ist 
der Mensch. 
5.2. Zoonotisch 
In Europa geht man davon aus, dass das Hepatitis E Virus hauptsächlich als 
Zoonose auftritt. Der Verzehr von rohen oder unzureichend gegarten Fleisch- und 
Wurstprodukten von HEV-infizierten Tieren gilt als größte Infektionsquelle für 
Menschen aus den Industrienationen (MENG, 2011). Aber auch der intensive 
Kontakt zu infizierten Schweinen, wie es bei Landwirten und Tierärzten der Fall 
ist, erhöht das Risiko, sich mit dem Hepatitis E Virus zu infizieren (MENG et al., 
2002). Die Genotypen 3 und 4 stellen zoonotisch übertragbare Varianten des HEV 
dar, wobei das Schwein die empfänglichste Tierart zu sein scheint. Doch auch 
andere Tiere wie beispielsweise Rotwild und Meeresfrüchte sind als Reservoir 
bekannt (TEO, 2010). 
1997 wurde in den USA erstmals ein neues Virus bei Schweinen entdeckt, das 
einen hohen Verwandtschaftsgrad zum humanpathogenen HEV aufweist und als 
porzines HEV (engl. swine HEV) bezeichnet wird (MENG et al., 1997). Vier 
Jahre später konnte in Hühnern aus nordamerikanischen Betrieben das aviäre 
HEV (engl. avian HEV) nachgewiesen werden, womit die bisher unbekannte 
Ursache für das Hepatitis-Splenomegalie-Syndrom bei Hühnern gefunden war 
(HAQSHENAS et al., 2001). 2010 wurden 30 Stuhlproben von Ratten (Rattus 
norvegicus) aus Hamburg untersucht. Es konnte ein dem HEV verwandtes Virus 
nachgewiesen werden, welches als Ratten-HEV (engl. rat HEV) bezeichnet wird 
(JOHNE et al., 2010b). 
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5.2.1. Das Hausschwein 
In einer Vielzahl von Studien ist es bereits gelungen, anti-HEV Antikörper und 
HEV-RNA in Hausschweinen nachzuweisen. Das Virus kommt in 
Schweinebeständen endemisch vor. 
Die Seroprävalenz der anti-HEV Antikörpern in Hausschweinen ist 
altersabhängig. Die Bildung der anti-HEV Antikörper beginnt im Alter von zwölf 
Wochen (IgM) bzw. im Alter von fünfzehn Wochen (IgG). Während die IgM-
Antikörper nur vier bis sieben Wochen im Serum nachweisbar sind, können die 
IgG-Antikörper auch noch zum Zeitpunkt der Schlachtung, welcher einem Alter 
von ca. sechs Monaten entspricht, nachgewiesen werden (DE DEUS et al., 
2008a). Bei zwei- bis viermonatigen Tieren kann man bereits hohe 
Seroprävalenzen nachweisen (JINSHAN et al., 2010). Grundsätzlich ist die 
Seroprävalenz für anti-HEV Antikörper in adulten Schweinen deutlich höher als 
in jüngeren Tieren desselben Betriebs (CHANG et al., 2009). 
HEV-RNA im Serum konnte in allen untersuchten Altersklassen nachgewiesen 
werden. Aus Faeces gelang der Nachweis ab einem Alter von neun Wochen. Die 
höchsten Werte konnten in der zwölften und fünfzehnten Lebenswoche 
nachgewiesen werden. Dieser Peak in der fünfzehnten Lebenswoche deckt sich 
sowohl mit dem Peak der Antikörper als auch mit dem Peak des Nachweises von 
HEV-RNA aus anderem Gewebe, wie Galle, Leber und Mesenteriallymphknoten 
(DE DEUS et al., 2008a; DI BARTOLO et al., 2008; MCCREARY et al., 2008). 
Weltweit konnten bisher beinahe alle Subtypen der beiden Genotypen 3 und 4 in 
den verschiedenen Schweinebeständen nachgewiesen werden. 
Land Seroprävalenz HEV-RNA Genotyp Referenz 
EUROPA 
Belgien ─ 7 % 
G3 (f) 
G4 (b) 
(HAKZE-VAN DER 
HONING et al., 2011) 
Deutschland 
49,8 % ─ ─ 
(BAECHLEIN et al., 
2010) 
68,6 % ─ ─ (WACHECK et al., 2012) 
42,7 % ─ ─ (DREMSEK et al., 2013) 
─ 13,5 % G3 
(BAECHLEIN et al., 
2013) 
England ─ 21,5 % G3 
(MCCREARY et al., 
2008) 
Frankreich 
40,5 % 31,2 % G3 (e,f) (KABA et al., 2009) 
31 % 4 % G3 (c,e,f) (ROSE et al., 2011) 
Griechenland 80 % ─ ─ (ASIMOULA et al., 2009) 
II. Literaturübersicht     12 
Italien 
─ 42 % G3 
(DI BARTOLO et al., 
2008) 
─ 29,9 % G3 (c,e,f) (MARTELLI et al., 2010) 
87 % 64,6 % G3 (c,f) 
(DI BARTOLO et al., 
2011) 
Niederlande ─ 15 % G3 (a,c,f) 
(HAKZE-VAN DER 
HONING et al., 2011) 
Schweden ─ 29,6 % G3 (WIDEN et al., 2011) 
Schweiz 60% ─ ─ (WACHECK et al., 2012b) 
Spanien 
25 % ─ ─ (PINA et al., 2000) 
─ 23,29 % G3 
(FERNANDEZ-
BARREDO et al., 2006) 
─ 37,7 % G3 (DE DEUS et al., 2007) 
71,4 % ─ ─ (PERALTA et al., 2009) 
20,4 % 18,8 % G3 
(JIMENEZ DE OYA et al., 
2011) 
Tschechische 
Republik 
─ 36,7 % G3 
(VASICKOVA et al., 
2009) 
Ungarn 
─ 27,3 % G3 (REUTER et al., 2009) 
─ 21 % G3 (FORGACH et al., 2010) 
AFRIKA 
DR Kongo ─ 2,5 % G3 (c) (KABA et al., 2010b) 
AMERIKA 
Argentinien 22,7 % 88,9 % G3 (MUNNE et al., 2006) 
Bolivien ─ 31,8 % G3 
(DELL'AMICO et al., 
2011) 
Brasilien 
24,28 % ─ ─ (VITRAL et al., 2005) 
─ 9,6 % G3 (b) 
(DOS SANTOS et al., 
2011) 
Kanada 
59,4 % ─ ─ (YOO et al., 2001) 
─ 34 % G3 (a,b,j) (WARD et al., 2008) 
USA ─ 35 % G3 (HUANG et al., 2002) 
ASIEN 
China 
78,8 % 1,9 % G4 (WANG et al., 2002) 
─ 9,6 % G4 (ZHENG et al., 2006) 
68,3 % 5,8 % G4 (LI et al., 2008) 
67 % 4,57 % G3/G4 (ZHANG et al., 2008) 
─ 22,3 % G3/G4 (LI et al., 2009) 
82,2 % 0,76 % G4 (GENG et al., 2010) 
81,17 % 47,94 % G4 (d)  (GENG et al., 2011) 
Indien 
94,74 % 10,53 % G4 
(ARANKALLE et al., 
2003) 
─ 1,96 % G4 (VIVEK & KANG, 2011) 
Japan 
58 % 10,07 % G3/G4 
(TAKAHASHI et al., 
2003) 
─ 14,47 % G3 (TANAKA et al., 2004) 
55,72 % 3,86 % G3/G4 
(TAKAHASHI et al., 
2005) 
74,6 % 1,8 % G3 (SAKANO et al., 2009) 
Korea 
─ 17 % G3 (YU et al., 2008) 
39,5 % 1,9 % G3 (LEE et al., 2009) 
Mongolei 91,8 % 36,6 % G3 (LORENZO et al., 2007) 
Taiwan 37,1 % 1,79 % G3 (HSIEH et al., 1999) 
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─ 1,3 % G3 (WU et al., 2000) 
Thailand 64,7 % 7,75 % G3 
(SIRIPANYAPHINYO et 
al., 2009) 
Tabelle 2: Beispielhafte Auflistung der Seroprävalenz von anti-HEV-IgG, der Prävalenz von 
HEV-RNA sowie des Genotyps in verschiedenen Ländern beim Hausschwein. 
In Deutschland lebten im November 2013 ca. 28,1 Millionen Schweine in 27100 
Betrieben (STBA, 2015); davon wurden in Bayern ca. 3,40 Millionen Schweine in 
5500 Betrieben gehalten (BAYLFSTAD, 2015). Diese Zahlen verdeutlichen, dass 
es sich bei der Schweinezucht und – mast um eine Intensivtierhaltung handelt, 
welche durch den engen Kontakt der Tiere untereinander eine schnelle 
Durchseuchung des Bestandes begünstigt. Dieser Umstand könnte einer der 
Hauptgründe sein, dass von allen untersuchten Tierarten das Hausschwein die 
höchste Seroprävalenz von anti-HEV-IgG aufweist (KASORNDORKBUA et al., 
2004). 
5.2.2. Das Wildschwein 
Einige Zeit nach Entdeckung des Hepatitis E Virus im Hausschwein konnte im 
Jahre 2004 HEV-RNA erstmals auch in Wildschweinen in Japan nachgewiesen 
werden (SONODA et al., 2004). Die untenstehende Tabelle zeigt neben Japan die 
europäischen Länder, in denen Wildschweine ebenfalls positiv auf HEV getestet 
wurden. 
Land Seroprävalenz HEV-RNA Genotyp Referenz 
Deutschland 
─ 5,3 % G3 (KACI et al., 2008) 
29,9 % 68,2 % G3 (e,f,h,i) (ADLHOCH et al., 2009) 
Frankreich ─ 2,5 % G3 (f) (KABA et al., 2010a) 
Italien ─ 25 % G3 (MARTELLI et al., 2008) 
Japan 
9 % 3 % G3 (SONODA et al., 2004) 
─ 2,3 % G3 
(NISHIZAWA et al., 
2005) 
4,5 % 1,1 % G3 (SAKANO et al., 2009) 
8,1 % 3,3 % G3/G4 (SATO et al., 2011) 
Schweden ─ 8,18 % G3 (WIDEN et al., 2011) 
Spanien 42,7 % 19,6 % G3 (DE DEUS et al., 2008b) 
Ungarn ─ 12,2 % G3 (REUTER et al., 2009) 
Tabelle 3: Beispielhafte Auflistung der Seroprävalenz von anti-HEV-IgG, der Prävalenz von 
HEV-RNA sowie des Genotyps in verschiedenen Ländern beim Wildschwein. 
Im Gegensatz zum Hausschwein konnte beim Wildschwein nicht nur in jungen, 
sondern auch in älteren Tieren eine hohe Detektionsrate für HEV-RNA ermittelt 
werden (DE DEUS et al., 2008b).  
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5.2.3. Andere Tierarten 
Auch bei anderen Tierarten konnte HEV nachgewiesen werden. Tabelle 4 zeigt 
eine beispielhafte Auflistung verschiedener Tierarten, welche serologisch positiv 
auf HEV getestet wurden. 
Tierart Land Seroprävalenz Referenz 
Ente China 
12,8 % (ZHANG et al., 2008) 
2,53 % (GENG et al., 2011) 
Huhn 
Brasilien 20 % (VITRAL et al., 2005) 
China 
1,9 % (ZHANG et al., 2008) 
3,03 % (GENG et al., 2011) 
Hund 
Brasilien 6,97 % (VITRAL et al., 2005) 
China 17,8 % (ZHANG et al., 2008) 
Katze Spanien 11,11 % (PERALTA et al., 2009) 
Nager Brasilien 50 % (VITRAL et al., 2005) 
Pferd China 
16,3 % (ZHANG et al., 2008) 
14,29 % (GENG et al., 2011) 
Rind 
Brasilien 1,42 % (VITRAL et al., 2005) 
China 
6 % (ZHANG et al., 2008) 
14,87 % (GENG et al., 2011) 
25,29 % (GENG et al., 2011) 
Schaf 
Spanien 1,92 % (PERALTA et al., 2009) 
China 9,3 % (GENG et al., 2011) 
Taube China 4,4 % (ZHANG et al., 2008) 
Ziege 
China 24 % (ZHANG et al., 2008) 
Spanien 0,6 % (PERALTA et al., 2009) 
Tabelle 4: Beispielhafte Auflistung der Seroprävalenz von anti-HEV-IgG bei verschiedenen 
Tierarten. 
Auch in Deutschland konnte in Wanderratten (Rattus norvegicus) HEV 
nachgewiesen werden (JOHNE et al., 2010a). Die genaue Bedeutung dieser 
Tierarten für die Verbreitung von HEV und das zoonotische 
Übertragungspotential dieser Tierarten ist noch wenig erforscht. 
In einer repräsentativen Studie wurde die Seroprävalenz von deutschen 
Forstarbeitern mit der Seroprävalenz anderer deutscher Blutspender verglichen. 
Dabei wurden bei 18% der Forstarbeiter und nur bei 11% der Vergleichsgruppe 
Antikörper gegen HEV nachgewiesen. Ein Screening nach der HEV-Sequenz, 
welche kürzlich in Wanderratten in Deutschland entdeckt wurde, hat ergeben, 
dass hoch positive Serumproben nur in jenen der Forstarbeiter zu finden waren 
(DREMSEK et al., 2012). 
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6. Klinik 
Die Inkubationsdauer beim Menschen beträgt durchschnittlich 40 Tage, kann aber 
zwischen 3 und 8 Wochen variieren (LEMON, 1995). Das Hepatitis E Virus kann 
sowohl akute sporadische als auch epidemisch auftretende virale Hepatitiden 
verursachen. Eine symptomatische HEV-Infektion tritt häufig bei jungen 
Erwachsenen in einem Alter zwischen 15 und 40 Jahren auf. Auch Kinder 
infizieren sich häufig mit dem Virus. Allerdings verläuft bei ihnen die Krankheit 
meist asymptomatisch (AGGARWAL et al., 1997). Zu den typischen 
Krankheitsanzeichen einer Hepatitis-E Infektion gehören Ikterus, Hepatomegalie, 
abdominale Schmerzen, Nausea, Vomitus, Anorexie und Fieber. Der Schweregrad 
der Symptome reicht von subklinisch bis fulminant (LEMON, 1995). Die HEV-
Infektion kann eine akute Hepatitis verursachen, welche jedoch in den meisten 
Fällen einen milden und selbstlimitierenden Verlauf mit nachfolgender Genesung 
zeigt.  
In Einzelfällen kann das Virus eine fulminante Hepatitis (engl. fulminant hepatic 
failure, FHF) induzieren. Durch die schwere Schädigung des Organs verlieren 
80% bis 90% der Leberzellen ihre Funktion. Innerhalb von vier Wochen nach den 
ersten klinischen Symptomen kommt es infolge der schweren Leberschädigung 
zur hepatischen Enzephalopathie. In einer langjährigen Studie konnte gezeigt 
werden, dass es wahrscheinlicher ist, an FHF zu erkranken, wenn die Leber 
bereits durch eine chronische Lebererkrankung oder Alkoholmissbrauch 
vorgeschädigt ist (PERON et al., 2007). Diese Form der Hepatitis ist eine sehr 
schwere, akute Lebererkrankung mit geringen Heilungschancen. 
Am häufigsten kommt es bei schwangeren Frauen zu schweren Verläufen der 
HEV-Infektion. Neben der sich oft entwickelnden FHF leiden die Patientinnen 
mitunter an Zerebralödem und an disseminierter intravasaler Koagulation 
(KHUROO & KAMILI, 2003). Auch im Vergleich mit den anderen Hepatitis-
Viren zeigte sich, dass eine Infektion mit dem Hepatitis-E-Virus am häufigsten 
mit schweren Komplikationen während der Schwangerschaft einhergeht. So 
wurde Hepatitis E als die häufigste Ursache für FHF und die daraus resultierenden 
hohen Mortalitätsraten während der Schwangerschaft genannt (BENIWAL et al., 
2003). Zudem erfolgt die vertikale Übertragung des Virus von der Mutter auf das 
Baby in 100% der Fälle (KUMAR et al., 2001). Zu den daraus resultierenden 
Komplikationen zählen Fehlgeburten, Frühgeburten sowie hohe 
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Sterblichkeitsraten der Neugeborenen (KHUROO et al., 2009). Neuesten 
Erkenntnissen zufolge gibt es geographische Unterschiede. Vor allem bei 
schwangeren Frauen aus bestimmten Regionen Indiens nimmt die HEV-Infektion 
einen schweren Verlauf und verursacht bei relativ vielen Patientinnen eine 
tödliche FHF. Im Gegensatz dazu zeigen HEV-infizierte schwangere Frauen aus 
Ägypten, Europa und den USA keinen Unterschied im Krankheitsverlauf im 
Vergleich mit Nicht-Schwangeren. Der Grund für diesen geographischen 
Unterschied ist noch unklar. Grundsätzlich vermutet man, dass die höhere 
Sterblichkeitsrate schwangerer Frauen durch die hormonellen und 
immunologischen Veränderungen während der Gravidität bedingt ist 
(NAVANEETHAN et al., 2008). 
In den letzten Jahren wurde ein Zusammenhang zwischen chronischer HEV-
Infektion mit schnell fortschreitender Leberfibrose und der Immunsuppression in 
verschiedenen Patientengruppen festgestellt. In einer ersten Studie von Kamar et 
al mit 14 Transplantationspatienten (Leber, Niere, Niere-Pankreas) mit akuter 
HEV-Infektion ging hervor, dass acht dieser Patienten eine chronische Hepatitis E 
entwickelten (KAMAR et al., 2008). Einer retrospektiven Studie zufolge, in 
welcher die Daten von 69 Transplantationspatienten (Leber, Niere, Niere-
Pankreas, Herz, Lunge) mit akuter HEV-Infektion ausgewertet wurden, fand bei 
Patienten, die länger als drei Monate virämisch waren, keine spontane Ausheilung 
mehr statt. Hierbei handelte es sich bei 57 Patienten um HEV Genotyp 3; bei 12 
Patienten gelang es nicht, den Genotyp zu ermitteln (KAMAR et al., 2013).  
Ebenfalls untersucht wurde der klinische Verlauf sechs immunsupprimierter HEV 
positiven Personen, die an einer malignen hämatologischen Erkrankung litten. 
Jeder Patient hatte signifikant erhöhte Transaminasen, wobei nur einer einen 
Ikterus entwickelte; drei Patienten waren länger als sechs Monate virämisch. Bei 
allen Patienten handelte es sich um eine autochthone Infektion mit dem HEV 
Genotyp 3 (TAVITIAN et al., 2010). Protrahierte und chronische HEV-
Erkrankungen waren bisher ausschließlich auf den HEV Genotyp 3 
zurückzuführen. Im Jahr 2014 erkrankte ein chinesischer Junge mit akuter 
lymphoblastischer Leukämie (ALL) während der Chemotherapie erstmals am 
Hepatitis E Virus, welcher als Genotyp 4d identifiziert wurde. Zwanzig Monate 
nach der Erstinfektion entwickelte der Junge erneut eine HEV Virämie. Die RNA-
Sequenzanalyse bestätigte die virale Persistenz des Virus im Patienten über diesen 
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langen Zeitraum. Das ist sowohl der erste Fall, in dem nachweislich durch HEV 
Genotyp 4 eine chronische HEV-Erkrankung hervorgerufen wurde, als auch der 
erste Fall einer chronischen HEV-Erkrankung in China (GENG et al., 2014).  
Neueren Forschungen zufolge ist die Chronifizierung der Hepatitis E assoziiert 
mit einer verminderten HEV-spezifischen T-Zell-abhängigen Immunantwort 
(SUNEETHA et al., 2012)  
In einer weiteren Studie wurden in Russland und Weißrussland lebende Patienten, 
die aufgrund einer Infektion mit dem Humanen Immundefizienz-Virus 
immunsupprimiert sind, auf anti-HEV Antikörper untersucht. In diesen Gebieten 
ist die Prävalenz der HIV-Infektionen und AIDS-Patienten moderat und die 
Prävalenz der anti-HEV Antikörper gering. In Russland waren 13 der 117 HIV-
Patienten anti-HEV IgG seropositiv. Damit sind zwar signifikant mehr HIV-
Patienten anti-HEV IgG seropositiv (11,1%) als die russische Normalbevölkerung 
(1,7%); nicht jedoch im Vergleich zur Risikokontrollgruppe, bestehend aus 
männlichen Gefangenen, in welcher 8% anti-HEV IgG seropositiv getestet 
wurden. Die Rate der anti-HEV IgG seropositiven HIV-Patienten steigt mit 
fortschreitender HIV-Erkrankung und erreicht 43,3% bei AIDS-Patienten. In 
Weißrussland konnten weder bei 20 HIV-Patienten noch in der Kontrollgruppe, 
bestehend aus 25 Drogenkonsumenten (intravenös), anti-HEV IgG Antikörper 
nachgewiesen werden. Demzufolge wird vermutet, dass der Zusammenhang 
zwischen der HEV-Infektion und der HIV-Infektion vor allem darin besteht, dass 
gemeinsame Übertragungswege und Risikofaktoren vorliegen (BALAYAN et al., 
1997). 
Da die klinischen Symptome einer Hepatitis-E-Infektion sehr unspezifisch und 
vielfältig sind ist anzunehmen, dass die Krankheit häufig nicht erkannt bzw. 
fehldiagnostiziert wird (SHERMAN, 2011). 
 
7. Pathogenese 
Wie bereits erwähnt induziert HEV in Menschen meist eine milde oder 
selbstlimitierende Hepatitis. Nur in einigen Fällen entwickelt sich daraus eine 
chronische Hepatitis oder gar eine FHF. Allerdings ist der Mechanismus der 
Leberzellschädigung noch nicht vollständig erforscht. Unklar ist, ob die 
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Leberzellschädigung vom Virus in der Wirtszelle verursacht wird oder aber durch 
die Immunantwort der Wirtszelle selbst, wie es bei anderen Hepatitis-Viren 
bereits nachgewiesen wurde (REHERMANN & NASCIMBENI, 2005). 
Patienten mit einer mild verlaufenden HEV-Infektion zeigen einen stärkeren 
Anstieg von CD4+-T-Lymphozyten, den sog. T-Helferzellen, welche IFN-γ und 
TNF-α freisetzen, als Patienten mit einer fulminanten Hepatitis. Dagegen steigen 
bei Patienten mit fulminanter Hepatitis E die B-Lymphozyten und somit die 
spezifischen Immunglobuline stärker an als bei Patienten mit mildem Verlauf. 
Deshalb wird vermutet, dass eine schwache zelluläre Immunantwort und eine 
starke humorale Immunantwort während einer HEV-Infektion auf einen 
schwereren Krankheitsverlauf schließen lassen (SRIVASTAVA et al., 2011). 
 
8. Diagnostik 
Um einen Überblick über die diagnostisch relevanten Parametern im Verlauf einer 
HEV-Infektion beim Menschen zu erhalten, ist in Abbildung 5 das Zeitfenster der 
Virusausscheidung mit dem Stuhl und das Zeitfenster des Auftretens klinischer 
Symptome dargestellt. Außerdem zeigt die Grafik den Anstieg des Leberenzyms 
Alanin-Aminotransferase (ALT) sowie den Titerverlauf der IgM/IgG anti-HEV-
Antikörper im Serum. 
 
Abbildung 5: Verlauf diagnostisch relevanter Parameter einer HEV-Infektion in Wochen 
p.i., modifiziert nach (QUIZLET, 2014) ALT = Alaninaminotransferase (Leberenzym); IgG 
anti-HEV = Immunglobulin G anti-HEV-Antikörper; IgM anti-HEV = Immunglobulin G 
anti-HEV-Antikörper; 
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8.1. Direkter Nachweis 
Der erste Nachweis des Hepatitis-E-Virus wurde mit dem 
Immunelektronenmikroskop erbracht (BALAYAN et al., 1983). Die 
Elektronenmikroskopie und die Immunelektronenmikroskopie waren lange Zeit 
die Standardmethoden zum HEV-Nachweis. Die Virusausscheidung mit dem 
Stuhl erfolgt jedoch nur zwischen der dritten und siebten Woche post infectionem. 
Da dieses Zeitfenster der präikterischen und frühen ikterischen Phase entspricht, 
ist der Nachweis mit dieser Methode nur möglich, wenn der Patient umgehend 
nach Auftreten der ersten Symptome einen Arzt aufsucht. Da bereits gegen Ende 
der akuten Krankheitsphase keine Viren mehr mit dem Stuhl ausgeschieden 
werden liegt die Schwierigkeit dieses Nachweisverfahrens darin, die Stuhlprobe 
des Patienten während der wenigen Tage der Virusausscheidung zu nehmen. 
Zudem ist eine gewisse Menge von ausgeschiedenen Viren nötig, um diese im 
Elektronenmikroskop nachweisen zu können. Diese variiert jedoch und stellt so 
eine weitere Ungenauigkeit dieses Verfahrens dar. Von Nachteil sind außerdem 
die hohen Kosten und die komplexe Bedienung des Gerätes (PANDA et al., 
2007). 
Eine gute Möglichkeit für den Nachweis infektiöser HEV wäre ein 
Zellkultursystem. Es gab einige Versuche zu dessen Umsetzung. Mit einer 
Zelllinie eines Leberzellkarzinoms (PLC/PRF/5) ist es bereits gelungen, ein 
effizientes Zellkultursystem zu entwickeln (TANAKA et al., 2007). Auch in einer 
Zelllinie, die aus einem Lungenzellkarzinom (A549) stammt, ist eine effiziente 
Anzucht von verschiedenen HEV-Stämmen gelungen (OKAMOTO, 2011).  Ein 
routinetaugliches Zellkultursystem zur stabilen HEV-Anzucht mit konstanter 
Replikationsrate gibt es bislang allerdings nicht (PANDA et al., 2007). 
Eine sichere Methode zum direkten Nachweis der Hepatitis-E-Viren besteht in der 
Reverse Transkriptase-PCR (RT-PCR). Hierbei wird die Virus-RNA in Serum-, 
Stuhl- und Abwasserproben nachgewiesen. Aufgrund der Existenz mehrerer 
genetischer Varianten des Hepatitis-E-Virus ist es wichtig, die passenden Primer 
für die zu untersuchende Probe zu verwenden, um die Sensitivität der RT-PCR zu 
gewährleisten (OKAMOTO, 2007). Kürzlich wurde eine multiplex RT-qPCR 
entwickelt, die es ermöglicht, zwischen Genotyp 3 und Genotyp 4 zu 
differenzieren (ZHANG et al., 2013). 
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8.2. Indirekter Nachweis 
Als Methode der Wahl zum Nachweis einer HEV-Infektion gilt bisher der 
serologische Nachweis von Antikörpern gegen das Virus. Dabei kommt der 
ELISA (engl. enzyme-linked immunosorbent assay) zum Einsatz, welcher 
gentechnisch exprimierte ORF2- und ORF3-Proteine nutzt, um die Antikörper 
gegen HEV zu detektieren (ANDERSON et al., 1999). 
IgM-Antikörper zeigen die akute Phase der Virusinfektion an. Sie haben den 
höchsten Titer zwischen der fünften bis siebten Woche post infectionem und 
flauen in der frühen Rekonvaleszenzphase bereits wieder ab. Drei Monate nach 
Krankheitsbeginn sind meist keine IgM-Antikörper mehr nachweisbar. Der 
Nachweis von IgM-Antikörpern gegen HEV in Zusammenhang mit einer 
klinischen Hepatitis-Symptomatik erlaubt die Diagnose einer akuten Hepatitis-E-
Infektion, wenn die anderen viralen Hepatitiden bereits ausgeschlossen wurden. 
Um die Diagnose abzusichern empfiehlt es sich nach ca. 10 Tagen eine weitere 
Probe zu entnehmen, um den Anstieg des Antikörpertiters belegen zu können 
(PURCELL, 1996; TICEHURST, 1999). 
Zusätzlich ist die Anfertigung eines Blutbildes zur Überprüfung der Leberwerte 
sinnvoll, da gewöhnlich im Falle einer Lebererkrankung die Leberenzyme erhöht 
sind. Es ist allerdings wichtig zu beachten, dass erhöhte Leberenzyme auch durch 
andere Lebererkrankungen verursacht sein können und daher in der Diagnostik 
nicht beweisend sondern nur hinweisend genutzt werden können. 
Die IgG-Antikörper steigen im Vergleich zu den IgM-Antikörpern langsamer an, 
persistieren über mehrere Jahre und führen zum Immunschutz gegen HEV. Der 
alleinige Nachweis der IgG-Antikörper im Serum hat keine diagnostische 
Aussagekraft bezüglich einer akuten HEV-Infektion. IgG-Antikörper zeigen 
lediglich an, dass sich das Immunsystem zu einem unbestimmten Zeitpunkt mit 
einer HEV-Infektion auseinandergesetzt hat.  
In neueren Studien wurde auf die IgA-Antikörper aufmerksam gemacht. Der Titer 
der IgA-Antikörper fällt ebenso wie der der IgM-Antikörper relativ schnell nach 
der Infektion wieder ab. Es wird beschrieben, dass anti-HEV-IgA-Antikörper 
vermutlich ebenfalls den Nachweis einer akuten HEV-Infektion erbringen können 
(TIAN et al., 2006; HERREMANS et al., 2007). 
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9. Behandlung 
Da bisher keine kausale Therapie möglich ist erfolgt die Behandlung 
symptomatisch. Allerdings könnte in Zukunft ein natürlicher Mechanismus, die 
sog. RNA-Interferenz, die zur Abschaltung von anormalen oder fremden Genen 
befähigt ist, genutzt werden. Dabei betrachtet man die viruseigene RNA-
abhängige RNA-Polymerase als den günstigsten Angriffspunkt für die RNA-
Interferenz. Ein schützender Effekt dieses Mechanismus konnte in A549-Zellen 
und im Tierversuch gezeigt werden. Ferkel, die vor der experimentellen HEV-
Infektion mit einem shRNA-RdRp-1 Expressionsplasmid manipuliert wurden, 
zeigten deutlich weniger HEV-Antigene in der Leber, der Milz und den Nieren. 
Auch die Aktivität der Leberenzyme war signifikant vermindert. Diese Ergebnisse 
lassen folgern, dass die RNA-Interferenz möglicherweise eine effektive 
Möglichkeit zur Verhinderung der Virus-Replikation in der Wirtszelle ist 
(HUANG et al., 2009). 
 
10. Prophylaxe 
Um in den Entwicklungsländern weitere Ausbrüche von HEV-Epidemien zu 
verhindern ist es von wesentlicher Bedeutung, die Sanitärhygiene zu verbessern. 
Dazu zählen vor allem der Zugang zu sauberem Trinkwasser sowie der Aufbau 
und Ausbau eines Kanalisationsnetzes. Eine wirksame Methode zur Reduzierung 
coliformer Keime im Wasser und somit zur Eindämmung von HEV ist das 
Chloren von verschmutztem Wasser (NAIK et al., 1992).  
In den Industrienationen sollte der Verzehr von rohen oder unzureichend 
gekochten Fleischprodukten von Schwein, Wildschwein und Wild vermieden 
werden (EMERSON et al., 2005). Bei Temperaturen zwischen 45°C und 50°C 
werden 50% der Viren inaktiviert, bei einer Temperatur von 60°C werden nahezu 
alle Viren inaktiviert (EMERSON et al., 2005). 
 
11. Impfstoff 
Der erste Impfstoff namens „HEV 239“ ist in China seit April 2012 zugelassen. 
Die Impfung bietet Schutz vor den beiden HEV Genotypen 1 und 4. Bereits im 
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März 2007 konnte in einer randomisierten Doppelblindstudie die Effektivität und 
Sicherheit des Impfstoffes nachgewiesen werden (SHRESTHA et al., 2007). Die 
dritte klinische Phase der Impfstoffzulassung konnte 2010 erfolgreich beendet 
werden. Von 56.302 geimpften Personen ist nach 12 Monaten niemand erkrankt 
wohingegen von den 56.302 Personen aus der Kontrollgruppe 15 Personen an 
HEV erkrankten. Dadurch konnte die Wirksamkeit des Impfstoffes belegt werden 
(ZHU et al., 2010).  
In einer kürzlich veröffentlichten Studie wurde der Impfstoff „HEV 239“, 
nachdem er in China bei Menschen bereits erfolgreich verwendet wurde, an 
Kaninchen getestet. Da HEV zoonotisch übertragbar ist stellte sich die Frage, ob 
dieser Impfstoff auch in Tierpopulationen zum Einsatz kommen kann, welche für 
den Menschen als Überträger denkbar sind. Sechs der zwölf SPF (specific-
pathogen-free) Kaninchen wurden intramuskukär mit „HEV 239“ geimpft; den 
anderen sechs Kaninchen der Kontrollgruppe wurde ein Placebo (PBS) injiziert. 
Nach intravenöser Infektion mit porcinem HEV Genotyp 4 sieben Wochen nach 
der initialen Immunisierung entwickelten alle immunisierten Kaninchen hohe ani-
HEV Titer und zeigten keine Anzeichen einer HEV-Infektion. In der Placebo-
Gruppe konnte bei allen Tieren eine klinische HEV-Infektion mit Virämie und 
Virusausscheidung über den Kot nachgewiesen werden. Diese Ergebnisse weisen 
darauf hin, dass der Impfstoff „HEV 239“ auch für Kaninchen eine hohe 
Immunogenität besitzt (LIU et al., 2014). 
Neben dem in E. coli exprimierten Impfstoff „HEV 239“ konnte auch der 
baculoviral exprimierte Impfstoff „rHEV“ in der Arzneimittelstudie erfolgreich 
auf seine Wirksamkeit getestet werden (KAMILI, 2011). 
 
12. Epidemiologie 
Die Verbreitung des Hepatitis E Virus erfolgt, wie bereits erwähnt, auf zwei sehr 
unterschiedlichen Wegen. In endemischen Regionen wird das Virus über 
verschmutztes Trinkwasser fäkal-oral übertragen und es werden sehr viele 
Menschen infiziert. Im Gegensatz dazu treten in nicht-endemischen Regionen nur 
sporadische Fälle von HEV-Infektionen auf, die sehr wahrscheinlich zoonotisch 
übertragen werden. 
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Während in den Industrienationen vor allem der zoonotisch übertragbare Genotyp 
3 zu finden ist, führen in den Entwicklungsländern die Genotypen 1 und 2 zu 
endemischen Ausbrüchen durch kontaminiertes Trinkwasser. Genotyp 4 konnte 
bisher ausschließlich auf dem asiatischen Kontinent nachgewiesen werden. 
Abbildung 6 zeigt die geographische Verbreitung der vier Genotypen.  
Da das Schwein als Hauptreservoir und Hauptinfektionsquelle für HEV in den 
industrialisierten Nationen gilt, zeigt Abbildung 6 außerdem das Vorkommen von 
HEV beim Hausschwein. Wie bereits seit einiger Zeit vermutet, deckt sich das 
geographische Vorkommen der zoonotisch übertragbaren Genotypen 3 und 4 im 
Schwein mit den humanen HEV-Erkrankungen in den Industrienationen. Auch im 
Schwein konnte Genotyp 4 ausschließlich in Asien nachgewiesen werden.  
 
Abbildung 6: Geographische Verteilung der HEV-Genotypen bei Mensch und Schwein, 
modifiziert nach (PEREZ-GRACIA et al., 2014) 
 
Innerhalb Deutschlands nimmt die Zahl der an das RKI gemeldeten HEV-
Erkrankungen seit mehreren Jahren kontinuierlich zu. In den letzten Jahren konnte 
außerdem eine kontinuierliche Zunahme von diagnostizierten HEV-Patienten 
verzeichnet werden, welche die Krankheit in Deutschland erworben haben. Die 
konkreten Übertragungswege dieser autochthonen Fälle blieben unklar. In 
nachfolgender Abbildung sind die in Deutschland gemeldeten Hepatitis-E-Fälle 
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der Jahre 2001 bis 2013 als Säulendiagramm dargestellt, um den sprunghaften 
Anstieg zu verdeutlichen. Es darf vermutet werden, dass das Hepatitis E Virus in 
den nächsten Jahren weiter an Bedeutung gewinnen wird. 
 
Abbildung 7: Sprunghafter Anstieg der gemeldete Hepatitis-E-Erkrankungen nach 
Meldejahr von 2001 bis 2013 in Deutschland (SCHULTHEIß et al., 2013; RKI, 2014) der 
autochthonen Erkrankungen unbekannt. 
 
13. Kapsid-Assemblierung 
Die HEV-ORF2-Gensequenz codiert für die Proteine des Virus-Kapsids. Protein-
Untereinheiten, die sog. Kapsomere, bilden durch Selbstassemblierung eine 
ikosaedrische Form aus. Hierbei besteht ein Unterschied zwischen dem Kapsid 
des Hepatitis E Virus und dem Kapsid des gentechnisch erzeugten HEV-VLP.  
Im HEV-Genom codiert ORF2 mit 660 Aminosäuren für das Kapsid (CAO & 
MENG, 2012). Die Herstellung von HEV-VLPs gelang bisher in vitro nur mit der 
trunkierten ORF2-Gensequenz, welche die Aminosäuren 112 bis 608 beinhaltet 
(LI et al., 2005b). Folglich ändert sich sowohl der Durchmesser der Kapside als 
auch deren Triangulationszahl. Während der Durchmesser des Hepatitis E Virus 
ca. 37 nm beträgt, besitzt das HEV-VLP ca. 27 nm im Durchmesser (LI et al., 
2005b). Folgende Abbildung zeigt die Kristallstruktur von HEV und dem im 
Labor hergestellten HEV-VLP im Vergleich.  
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Abbildung 8: Kristallstruktur und Durchmesser in Nanometer (nm) von HEV (A) und HEV-
VLP (B) im Vergleich (GUU et al., 2009). ORF2 des HEV besteht aus 660 Aminosäuren (aa), 
während die Herstellung von HEV-VLPs bisher nur mit der trunkierten ORF2-Sequenz 
gelang. Folglich assemblieren sie unterschiedlich. Das Kapsid des Hepatitis E Virus besitzt 
einen Durchmesser von ca. 37 nm, während das Kapsid des HEV-VLPs ca. 27 nm misst. 
 
Die Zusammenlagerung dreier identischer Kapsidproteine zu einem gleichseitigen 
und somit rotationssymmetrischen Dreieck ist der erste Schritt zur ikosaedrischen 
Symmetrie. Das einfachste Ikosaeder besteht aus zwanzig solcher gleichseitigen 
Dreiecke. Somit sind 20 x 3 = 60 Proteinmoleküle nötig. Da 60 Proteinmoleküle 
die Mindestanzahl sind hat dieser Ikosaeder die Triangulationszahl 1. Komplexere 
Ikosaeder besitzen ein Vielfaches dieser Mindestanzahl; folglich wird einem 
Ikosaeder, der sich aus 180 Proteinmolekülen zusammensetzt, die 
Triangulationszahl 3 zugeschrieben.  
Auch bezüglich der oben beschriebenen Triangulationszahl unterscheidet sich das 
Hepatitis E Virus vom HEV-VLP. Wie in Abbildung 9 zu sehen, besitzt das HEV-
Kapsid die Triangulationszahl 3 während sich das Kapsid des HEV-VLP zu einem 
Ikosaeder mit der Triangulationszahl 1 zusammenlagert (GUU et al., 2009).  
 
Abbildung 9: Kapsidmodell von HEV und HEV-VLP im Vergleich (SIB, 2008) Das 
Ikosaeder des HEV, welches mit der Triangulationszahl T=3 beschrieben wird, besteht aus 
180 Kapsomeren (A). Das Ikosaeder des HEV-VLP, welches mit der Triangulationszahl T=1 
beschrieben wird, besteht aus 60 Kapsomeren (B). 
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III. MATERIAL UND METHODEN 
1. Glas- und Kunststoffwaren 
   
2. Geräte 
Cryoröhrchen (Stehrand; 1,2 ml) VWR, Pennsylvania, USA 
Einwegpipetten (5ml, 10ml) Sarstedt, Nümbrecht, Deutschland 
Einwegpipetten (25ml) Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Eppendorf-Reaktionsgefäße Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Erlenmeyer-Kolben (50, 250, 500 ml) Schott, Zwiesel, Deutschland 
Konische Röhrchen (15 ml, 50 ml) Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
PCR-Reaktionsgefäße (8er SoftStrips) Biozym, Hessisch Oldendorf, Deutschland 
Pipettenspitzen Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Zählkammer, Fuchs-Rosenthal Marienfeld, Lauda-Königshofen, Deutschland 
Zellkulturplatten (6 well, 24 well) Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Zellkulturplatten (96 well) Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Zellschaber Greiner, Frickenhausen, Deutschland 
Agilent 2100 Bioanalyzer Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 
Bakterienbrutschrank INB 200 Memmert, Schwabach, Deutschland 
Blotting-Gerät iBlot Gel Transfer Device Invitrogen, Leek, Niederlande 
Doppelheizblock Anachem, Bedfordshire, U.K. 
Floureszenzmikroskop mit Kamera Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
Gelelektrophoresekammer Bolt Mini Gel 
Tank 
Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Kühl-Gefrier-Kombination Liebherr, Bulle, Schweiz 
Kühl-Zentrifuge 5424 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Kühl-Zentrifuge 5702 R Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Lichtmikroskop Leica Microsystems, Wetzlar, Deutschland 
NanoDrop 1000 Thermo Scientific, Waltham, USA 
Kolbenhubpipette, Research plus, 0,5–10 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Kolbenhubpipette, Research plus, 10–100 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Kolbenhubpipette, Research plus, 100–1000 µl Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Kolbenhubpipette , Research plus, 1 – 10 ml Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Multistep-Pipette, Multipette plus Eppendorf, Hamburg, Deutschland 
Pipettierhilfe Brand, Wertheim, Deutschland 
Schüttelinkubator Certomat IS Braun Biotech, Melsungen, Deutschland 
Spannungsquelle für Western Blot BioRad, München, Deutschland 
Thermocycler Eppendorf, Hamburg, München 
Trockenschrank (Brutschrank) Memmert, Schwabach, Deutschland 
Vortex-Gerät ScientificIndustries, Orlando, USA 
Wasserbad Memmert, Schwabach, Deutschland 
Zellzählgerät, mechanisch Hecht, Sondheim, Deutschland 
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3. Puffer, Lösungen, Medien 
 
 
Bolt LDS Sample Buffer (4x) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Bolt Sample Reducing Agent (10x) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
BSA (100x) New England BioLabs, Massachusetts, USA 
Ex-Cell 420 Insect serum-free medium 
(Sf9) 
Sigma-Aldrich, Schnelldorf, Deutschland 
FBS PAA, Pasching, Österreich 
MES-Laufpuffer (20x) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
NBT/BCIP Detektionsreagenz (AP) Thermo Scientific, Wesel, Deutschland 
NE-Puffer (10x) New England BioLabs, Massachusetts, USA 
PBS GE Healthcare, Buckinghamshire, GB 
PBS + Mg + Ca MP Biomedicals, Kalifornien, USA 
S.O.C.-Medium Invitrogen, Leek, Niederlande 
TE-Puffer  Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Selbst hergestellte Puffer, Lösungen, Agar-Nährböden und Nährmedien 
Bezeichnung: Zusammensetzung: 
Blockier-Lösung 
5 % (w/v)       Magermilchpulver  
In TBS-T-Puffer (s.u.) 
Coomassie-Färbelösung 
0,2 % (w/v)    Coomassie-Brillant-Blau 
50 % (v/v)      Methanol 
10 % (v/v)      Eisessig 
Coomassie-Entfärbelösung 
10 % (v/v)      Ethanol 
20 % (v/v)      Essigsäure 
LB-Agar 
1 %                 Trypton 
 0,5 %             Hefe-Extrakt 
1 %                 Natriumchlorid 
1,5 %              Agar 
LB-Ampicillin-Agar 
1 %                 Trypton 
 0,5 %             Hefe-Extrakt 
1 %                 Natriumchlorid 
1,5 %              Agar 
100 µg/ml       Ampicillin 
LB-Agar für DH10Bac 
1 %                 Trypton 
 0,5 %             Hefe-Extrakt 
1 %                 Natriumchlorid 
1,5 %              Agar 
50 µg/ml         Kanamycin 
7 µg/ml           Gentamicin 
10 µg/ml         Tetracyclin 
100 µg/ml       X-Gal 
40 µg/ml         IPTG 
LB-Medium 
1 %                 Trypton 
 0,5 %             Hefe-Extrakt 
1 %                 Natriumchlorid 
LB-Ampicillin-Medium 
1 %                 Trypton 
 0,5 %             Hefe-Extrakt 
1 %                 Natriumchlorid 
100 µg/ml       Ampicillin 
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4. Chemikalien 
LB-Gentamicin-Medium 
1 %                 Trypton 
 0,5 %             Hefe-Extrakt 
1 %                 Natriumchlorid 
50 µg/ml         Gentamicin 
LB-Medium für DH10Bac 
1 %                  Trypton 
0,5 %              Hefe-Extrakt 
1 %                  Natriumchlorid 
50 µg/ml          Kanamycin 
7 µg/ml            Gentamicin 
10 µg/ml          Tetracyclin 
Ponceau-S-Färbelösung 
0,15 % (w/v)    Ponceau-S  
5,00 % (v/v)     Eisessig  
94,85% (v/v)    dH2O 
Sf9-Nährmedium 
1 %                   Fungizone 
1 %                   PenStrep 
5 %                   FBS 
In Ex-Cell 420 Insect serum-free medium 
Sf9ET-Nährmedium 
1 %                   Fungizone 
1 %                   PenStrep 
5 %                   FBS 
0,25 %              G-418 
In Ex-Cell 420 Insect serum-free medium 
TBS-T-Puffer 
50 mM             Tris-HCl 
150 mM           NaCl 
0,2 % (v/v)      Tween-80 
Mit 10 M NaOH auf pH 8,0 einstellen 
Agar-Agar Merck, Darmstadt, Deutschland 
Amphotericin B (Fungizone) (250 µg/ml) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Ampicillin Carl Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Bluo-Gal Peqlab, Erlangen, Deutschland 
DEPC-Wasser Invitrogen, Leek, Niederlande 
dNTPs Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Ethanol Applichem, Darmstadt, Deutschland 
Geneticin G-418 (60000 µg/ml) Biochrom, Berlin, Deutschland 
Gentamicin (50mg/ml) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Hefe-Extrakt Merck, Darmstadt, Deutschland 
IPTG Peqlab, Erlangen, Deutschland 
Isopropanol Merck, Darmstadt, Deutschland 
Kanamycinsulfat Roth, Karlsruhe, Deutschland 
NaCl VWR, Pennsylvania, USA 
Penicillin-Streptomycin Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
PEG 6000 Roth, Karlsruhe, Deutschland 
PMSF Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Tetracyclin Roth, Karlsruhe, Deutschland 
Trypanblau (0,4%) Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Trypton Thermo Scientific, Wesel, Deutschland 
Wasser, Optigrade LGC Standards, Wesel, Deutschland 
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5. Reagenzienansätze und Kits 
 
6. Plasmide und Bacmide 
 
 
 
Agilent DNA 1000 Kit Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 
Agilent DNA 7500 Kit Agilent Technologies, Waldbronn, Deutschland 
Bac-to-Bac Baculovirus Expressions 
System 
Invitrogen, Leek, Niederlande 
FectoFly DNA Transfektions-Reagenz Polyplus, New York, USA 
Gateway LR Clonase Enzym Mix Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
HotStarTaq Master Mix Kit Qiagen, Hilden, Deutschland 
iBlot Gel Transfer Stacks Nitrocellulose, 
Mini 
Invitrogen, Leek, Niederlande 
iBlot Western Detection Kit Invitrogen, Leek, Niederlande 
iBlot Western Detection Stacks, Mini Invitrogen, Leek, Niederlande 
NBT/BCIP Detektionsreagenz (AP) Thermo Scientific, Wesel, Deutschland 
NucleoBond Xtra BAC Plasmid Maxiprep 
Kit 
Macherey-Nagel, Düren, Deutschland 
peqGOLD Plasmid Miniprep Kit I Peqlab, Erlangen, Deutschland 
Proteinmarker SeeBlue Plus2 Invitrogen, Leek, Niederlande 
recomLine HEV IgG/IgM Mikrogen Diagnostik, Neuried, Deutschland 
HEV ORF2 Genotyp 1 in pENTR207 
Gateway®-Eingangsvektor (Max-von-
Pettenkofer-Institut) 
HEV ORF2 Genotyp 2 in pMK-RQ Eingangsklon (GeneArt) 
HEV ORF2 Genotyp 3 in pMK-RQ Eingangsklon (GeneArt) 
HEV ORF2 Genotyp 4 in pMK-RQ Eingangsklon (GeneArt) 
pDEST8 Gateway®-Zielvektor (INVITROGEN) 
HEV ORF2 Genotyp 1 in pDEST8 Expressionsvektor (selbst hergestellt) 
HEV ORF2 Genotyp 2 in pDEST8 Expressionsvektor (selbst hergestellt) 
HEV ORF2 Genotyp 3 in pDEST8 Expressionsvektor (selbst hergestellt) 
HEV ORF2 Genotyp 4 in pDEST8 Expressionsvektor (selbst hergestellt) 
bMON14272 Original Bacmid (in Invitrogen DH10 Bac s. 8) 
HEV ORF2 Genotyp 1 in bMON14272 Rekombinantes Bacmid (selbst hergestellt)  
HEV ORF2 Genotyp 2 in bMON14272 Rekombinantes Bacmid (selbst hergestellt) 
HEV ORF2 Genotyp 3 in bMON14272 Rekombinantes Bacmid (selbst hergestellt) 
HEV ORF2 Genotyp 4 in bMON14272 Rekombinantes Bacmid (selbst hergestellt) 
ORF2 bezeichnet das trunkierte Kapsidprotein des Hepatitis E Virus 
Genotyp 1: Trunkierte ORF2-Gensequenz; Wildtyp; 112-608 (AS) 
Genotyp 2: Trunkierte ORF2-Gensequenz; codonoptimiert für Insektenzellen; 112-607 (AS) 
Genotyp 3: Trunkierte ORF2-Gensequenz; codonoptimiert für Insektenzellen; 112-608 (AS) 
Genotyp 4: Trunkierte ORF2-Gensequenz, codonoptimiert für Insektenzellen; 112-608 (AS) 
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7. Baculoviren 
 
8. Zellen 
  
9. Restriktionsenzyme und Primer 
 
10. Antikörper 
 
AcMNPV + HEV ORF2 Genotyp 1 Rekombinantes Baculovirus (selbst hergestellt) 
AcMNPV + HEV ORF2 Genotyp 2 Rekombinantes Baculovirus (selbst hergestellt) 
AcMNPV + HEV ORF2 Genotyp 3 Rekombinantes Baculovirus (selbst hergestellt) 
AcMNPV + HEV ORF2 Genotyp 4 Rekombinantes Baculovirus (selbst hergestellt) 
ORF2 bezeichnet das trunkierte Kapsidprotein des Hepatitis E Virus 
Genotyp 1: Trunkierte ORF2-Gensequenz; Wildtyp; 112-608 (AS) 
Genotyp 2: Trunkierte ORF2-Gensequenz; codonoptimiert für Insektenzellen; 112-607 (AS) 
Genotyp 3: Trunkierte ORF2-Gensequenz; codonoptimiert für Insektenzellen; 112-608 (AS) 
Genotyp 4: Trunkierte ORF2-Gensequenz, codonoptimiert für Insektenzellen; 112-608 (AS) 
Spodoptera frugiperda (Sf9) Zellen Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
Spodoptera frugiperda Easy Titer (Sf9 ET) Zellen 
Max-Planck-Institut für Biochemie, 
Martinsried, Deutschland 
E. coli „One Shot Top 10“ Life Technologies, Darmstadt, Deutschland 
E. coli „MAX Efficiency DH10 Bac“ Invitrogen, Leek, Niederlande 
Bezeichnung Beschreibung Hersteller 
BsrGI 
Restriktionsenzym 
Erkennungssequenz: 5'...T´GTACA...3' 
New England BioLabs, 
Massachusetts, USA 
pUC/M13-
Forward 
Vorwärtsprimer 
5´-CCCAGTCACGACGTTGTAAAACG-3´ 
Metabion, Planegg, 
Deutschland 
pUC/M13-
Reverse 
Rückwärtsprimer 
5´-AGCGGATAACAATTTCACACAGG-3´ 
Metabion, Planegg, 
Deutschland 
pBakPAC-FP 
Vorwärtsprimer 
5´-TAAAATGATAACCATCTCGC-3´ 
Metabion, Planegg, 
Deutschland Deutschland 
EBV-RP 
Rückwärtsprimer 
5´-GTGGTTTGTCCAAACTCATC-3´ 
Metabion, Planegg, 
Deutschland 
Bezeichnung Merkmale Bezugsquelle 
Patientenprobe „Alia“ 
Humanserum 
Patientin mit akuter Hepatitis E 
Anti-HEV-IgM+/HEV-RNA+ 
Nicht genotypisiert 
Max von Pettenkofer-Institut, 
München, Deutschland 
Monoklonaler Maus-
Antikörper 
Maus-Antikörper 
Monoklonal 
Isotyp: Mouse IgG2a 
Spezifität: Anti-HEV ORF2 
Enogene, Aachen, 
Deutschland 
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11. Gateway-Klonierung 
Die Gateway Technologie ist eine Klonierungsmethode, die auf den 
seitenspezifischen Rekombinationseigenschaften des Bakteriophagen Lambda 
beruht. Der Phage λ integriert mit Hilfe bestimmter Enzyme seine DNA in das 
Genom von E. coli. Durch diese Technik können DNA-Sequenzen schnell und 
effizient in verschiedene Vektorsysteme integriert werden.  
Für die λ-basierte Rekombinationsreaktion sind sowohl die DNA-
Rekombinationssequenzen (att-sites) als auch bestimmte Proteine nötig. 
Verwendet wird hierfür der Gateway Clonase II Enzym-Mix, welcher Lambda- 
und E. coli-kodierte Rekombinationsproteine beinhaltet. Dieser Enzym-Mix 
katalysiert das Aneinanderlagern der entsprechenden Bindungsstellen, die Teilung 
und die kovalente Bindung der DNA. Die an der Reaktion beteiligten Proteine 
unterscheiden sich in Abhängigkeit davon, ob Lambda den lytischen oder den 
lysogenen Reaktionsweg ausführt. Für den lytischen Reaktionsweg ist zusätzlich 
das Enzym Excisionase (Xis) erforderlich (s. Tab. 5). 
Reationspfad Reaktion Katalysiert durch 
Lysogen 
BP-Reaktion: 
attB x attP → attL x attR 
Gateway BP Clonase II (Int, IHF) 
Lytisch 
LR-Reaktion: 
attL x attR → attB x attP 
Gateway LR Clonase II (Int, Xis, IHF) 
Tabelle 5: Lytischer und lysogener Reaktionsweg der Gateway-Klonierung. Die BP-Reaktion 
wird durch die Proteine Integrase (Int) und Integration Host Factors a/b (IHF) katalysiert. 
Bei der LR-Reaktion muss zusätzlich das Enzym Excisionase (Xis) vorhanden sein. 
Außerdem werden spezifische Rekombinations-Stellen (att-sites) sowohl in der zu 
übertragenden DNA als auch in der Ziel-DNA benötigt.  
11.1. BP-Reaktion 
Die Lambda-Rekombination erfolgt zwischen den seitenspezifischen 
Bindungsstellen (att-sites). Für die BP-Reaktion muss sich das zu transferierende 
Gen zwischen den Bindungsstellen B (attB) befinden. Der Donorvektor besitzt 
das ccdB-Gen, welches für einen Gyrasehemmer codiert und so der negativen 
Selektion dient. Dieses Gen ist von den Bindungsstellen P (attP) flankiert. 
Sekundärantikörper Anti-
Human IgG/IgM-
Konjugat 
HRP-konjugiert 
(aus recomLine HEV IgG/IgM 
Test) 
Mikrogen Diagnostiks, 
Neuried, Deutschland 
Sekundärantikörper  Anti-
Maus AP 
AP-konjugiert 
(aus iBlot Western Detection 
Chromogenic Kit, anti-mouse) 
Invitrogen, Leek, Niederlande 
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Bei der BP-Reaktion handelt es sich um den lysogenen Reaktionspfad, der durch 
die Gateway BP Clonase II katalysiert wird. Diese enthält das Enzym Integrase 
(Int) der Bakteriophage Lambda und die Proteine von E. coli, die sogenannten 
Integration Host Factor (IHF)-Proteine. Durch Rekombination des attB-Substrats, 
welches das zu exprimierende Gen enthält, mit dem attP-Substrat, das auch als 
Donor-Vektor bezeichnet wird, erhält man den Eingangsklon (engl.: „entry“). 
Durch die Rekombination ändern sich die Bindungsstellen. Die Bindungsstellen 
des Eingangsklons bezeichnet man als Bindungsstellen L (attL). Zwischen diesen 
Bindungsstellen L befindet sich nun die gewünschte rekombinante Gensequenz (s. 
Abb. 10). Als Bei-Produkt bleibt das ccdB-Gen, welches an beiden Seiten attR-
Bindungsstellen trägt. 
 
Abbildung 10: BP-Reaktion der Gateway-Klonierung, schematisch (INVITROGEN, 2012). 
Das erwünschte Gen (attB) wird mit dem Enzym-Mix BP Clonase II (Int, IHF) in einen 
Vektor (attP) integriert. Das daraus entstehende Plasmid ist der Entry-Vektor (attL).  
11.2. LR-Reaktion 
Bei der LR-Reaktion verläuft der Reaktionspfad lytisch und wird durch die 
Gateway LR Clonase II katalysiert. Diese enthält neben dem Enzym Integrase 
(Int) und den Integration Host Factor (IHF)-Proteinen zusätzlich das Enzym 
Excisionase (Xis) der Bakteriophage Lambda. Die LR-Reaktion ermöglicht die 
Rekombination des gewünschten Gens im Entry-Vektor, auch attL-Substrat 
genannt, mit dem ccdB-Gen im Ziel-Vektor, auch attR-Substrat genannt. Enthält 
der Zielvektor nach erfolgreicher Rekombination die gewünschte Gensequenz, 
nennt man ihn Expressionsvektor. Der Expressionsvektor besitzt die 
Bindungsstellen B (attB-sites), die die eingefügte Gensequenz flankieren. Als Bei-
Produkt entsteht ein Plasmid, welches zwischen den Bindungsstellen P (attP) die 
ccdB-Gensequenz trägt. Das ccdB-Gen codiert für einen Gyrasehemmer und dient 
der Negativselektion (s. Abb. 11). 
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Abbildung 11: LR-Reaktion der Gateway-Klonierung, schematisch (INVITROGEN, 2012). 
Durch Rekombination wird das gewünschte Gen aus dem Entry-Vektor in den Zielvektor 
integriert. Das daraus entstehende Reaktionsprodukt ist der Expressionsklon. Katalysiert 
wird diese Reaktion von dem Enzym-Mix LR Clonase II (Int, IHF, Xis).  
 
12. Baculovirales Proteinexpressionssystem 
Das Bac-to-Bac Baculovirus Expressionssystem der Firma Invitrogen ermöglicht 
die in-vitro-Herstellung rekombinanter Baculoviren.  
Die gewünschte Gensequenz wird via Gateway-Klonierung in den Zielvektor 
(„DONR-Vektor“) integriert. Anschließend wird dieses Transgen in E. coli 
DH10Bac transformiert. E. coli DH10Bac enthält das Bacmid bMON14272 (136 
kb), welches das Genom des Baculovirus trägt, sowie das Helferplasmid 
pMON7124 (13,2 kb). Das Helferplasmid codiert für eine Tetracyclin-Resistenz 
und für das Enzym Transposase, das benötigt wird, um das Tn7-Segment des 
rekombinanten Plasmids in das Bacmid einzufügen. Das Bacmid enthält neben 
dem Genom des Baculovirus AcMNPV die Gensequenz für eine Kanamycin-
Resistenz, für einige wenige Kopien des Mini-F-Replikons und ein DNA-Segment 
mit LacZα, das zusätzlich die Anlagerungsstelle miniattTn7 für das bakterielle 
Transposon Tn7 beinhaltet. Indem das Tn7-Segment durch Transposition in die 
miniattTn7-Anlagerungsstelle des Bacmids integriert wird, entsteht das 
rekombinante Bacmid. Ist die Transformation erfolgreich, wird dadurch die 
LacZα-Sequenz unterbrochen und die Expression des LacZα-Peptids verhindert. 
Die Kolonien, die ein rekombinantes Bacmid enthalten, sind auf speziellen 
Agarplatten für DH10Bac (s. III/3.) von weißer Farbe. Bei den blauen Kolonien 
ist die LacZα-Kassette intakt und das Bacmid unverändert. Anschließend wird aus 
den weißen Kolonien die rekombinante Bacmid-DNA isoliert. Diese 
rekombinante Bacmid-DNA wird zur Transfektion der Insektenzellen verwendet. 
Die transfizierten Insektenzellen erzeugen rekombinante Baculoviren, welche in 
den Zellkulturüberstand freigesetzt werden. Da das gewünschte Gen in der 
baculoviralen DNA integriert ist, exprimiert das rekombinante Virus neben den 
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eigenen Proteinen auch das rekombinante Protein. Abbildung 12 zeigt die 
Arbeitsschritte der baculoviralen Proteinexpression im Überblick.  
 
Abbildung 12: Übersicht zur baculoviralen Proteinexpression, modifiziert nach 
(INVITROGEN, 2013a). Das erwünschte Transgen wird in den Zielvektor integriert und 
anschließend in kompetente E. coli DH10Bac transformiert. Die Blau-Weiß-Selektion dient 
zur Erkennung der Kolonien mit rekombinanter Bacmid-DNA. Diese wird isoliert und zur 
Transfektion der Insektenzellen verwendet. Nach Titerbestimmung werden die 
rekombinanten Baculoviren amplifiziert und zur Proteinexpression eingesetzt.  
 
In dieser Arbeit war das erwünschte Gen die trunkierte HEV-ORF2-Sequenz. 
Diese wurde in den pDEST8-Vektor kloniert. Der Expressionsvektor pDEST8-
ORF2 wurde in kompetente E. coli DH10Bac transformiert, um durch Integration 
der entsprechenden Gensequenz Bakterien mit rekombinanter Bacmid-DNA zu 
erzeugen. Die rekombinante Bacmid-DNA bMON14272-ORF2 wurde isoliert. 
Abbildung 13 stellt die Herstellung rekombinanter Bacmid-DNA detailliert dar. 
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Abbildung 13: Übersicht zur Herstellung rekombinanter Bacmid-DNA. Zur Herstellung 
rekombinanter Bacmid-DNA wird das Transgen zwischen Tn7R und Tn7L in das Bacmid 
bMON14272 der E. coli DH10 Bac-Zelle transformiert. Anschließend wird die Gensequenz 
in die miniattTn7-Bindungsstelle der LacZα-Kassette integriert. Aus diesen Kolonien wird 
die rekombinante Bacmid-DNA isoliert. (Amp: Ampicillin, Gen: Gentamicin, Kan: 
Kanamycin, ORF: Open reading frame, R: Resistenzgen, Tet: Tetracyclin) 
 
Zur Transfektion, Virusamplifikation und Proteinexpression wurden in dieser 
Arbeit Sf9-Insektenzellen verwendet. Die Verdünnungs-Titration zum Endpunkt 
wurde mit Sf9ET-Insektenzellen durchgeführt. Es handelt sich hierbei um eine 
spezielle Titrationszelllinie für Baculoviren, welche das vom baculoviralen 
Polyhedrin-Promotor kontrollierte eGFP-Gen besitzt. 
 
13. Molekularbiologische Methoden 
13.1. Herstellung der Expressionsvektoren mit der Gateway-Technologie 
In der BP-Reaktion wurde die trunkierte HEV-ORF2-Gensequenz in den Vektor 
pDONR207 hinein rekombiniert. Die ORF2-Gensequenz des Genotyps 1 
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entspricht einer trunkierten HEV-ORF2-Wildtypsequenz (GenBank 
Eintragungsnummer: L08816aa, nt 334-1824 bzw. aa 112-608) und wurde nicht 
codonoptimiert. Die trunkierte ORF2-Gensequenz der Genotypen 2 (GenBank 
Eintragungsnummer: M74506.1, aa 112-607), 3 (AB189074.1, aa 112-608) und 4 
(AB097812.1, aa 112-608) wurde für Insektenzellen codonoptimiert und von der 
Firma GeneArt synthetisiert.  
Durch LR-Reaktion wurden die trunkierten HEV-ORF2-Genabschnitte in den 
Zielvektor pDEST8 rekombiniert (s. III/11.2.). Dieser besitzt eine Gentamicin-
Resistenz, einen Polyhedrin-Promotor auf der Gateway-Rekombinationskassette 
und ein SV40-Polyadenylierungssignal. Der Polyhedrin-Promotor steuert die 
Expression des rekombinanten Proteins aus Sf9-Insektenzellen, während das 
SV40-Polyadenylierungssignal für die Polyadenylierung der mRNA sowie für die 
Transkriptionstermination sorgt. 
Die Reagenzien für den LR-Reaktionsansatz wurden in derselben Reihenfolge, 
wie in Tabelle 6 aufgelistet, in ein Reaktionsgefäß pipettiert und für 3 h bei 25°C 
inkubiert. 
Destilliertes Wasser 1,0 µl  
Zielvektor pDEST8 1,5 µl    100 ng/µl 
Eingangsklon mit HEV-ORF2-Gensequenz 1,5 µl  100 ng/µl 
LR-Mix 1,0 µl  
Gesamtvolumen  5,0 µl  
Tabelle 6: Ligationsansatz für die Gateway-LR-Reaktion. Der LR-Mix enthält die Enzyme 
Int (Integrase), IHF (Integration Host Factor) und Xis (Excisionase), welche die LR-
Reaktion katalysieren.  
War die LR-Reaktion erfolgreich, trägt das rekombinante Plasmid pDEST8-ORF2 
(GT 1-4), auch Expressionsvektor genannt, flankiert von Tn7 Transposase-
Erkennungsstellen (Tn7R und Tn7L) die trunkierte ORF2-Sequenz des Hepatitis 
E Virus. 
13.2. Transformation 
Unter Transformation versteht man die nicht-virale Übertragung von freier DNA 
in chemisch kompetente Bakterienzellen. In der Gentechnik ist dies eine bewährte 
Methode, um Plasmid-DNA zu vervielfältigen.  
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13.2.1. Transformation des Expressionsklons in E. coli Top10  
Für die Transformation wurden chemisch kompetente E. coli “One Shot TOP10” 
verwendet. Der Genotyp der TOP10 Zellen lautet: 
      F- mcrA ∆(mrr-hsdRMS-mcrBC) φ80lacZ∆M15  ∆lacX74 recA1  
araD139 ∆(ara.leu) 7697 galU galK rpsL (Str
R
) endA1 nupG 
Für die Transformationsreaktion wurden je Reaktionsansatz 75 µl chemisch 
kompetente E.coli Top10 auf Eis aufgetaut. Der LR-Ansatz (s. III/13.1), welcher 
auch den Expressionsklon pDEST8-ORF2 enthält, wurde zu den aufgetauten 
Zellen pipettiert, vorsichtig vermengt und 20 min. auf Eis inkubiert. Nach einem 
einminütigen Hitzeschockprozess bei 42°C wurde der Ansatz 3 min. auf Eis 
heruntergekühlt. Nach Zugabe von 250 µl S.O.C.-Medium wurde der Ansatz 45 
min. bei 37°C inkubiert. Je 100 µl, 50 µl und 10 µl des Transformationsansatzes 
wurden auf LB-Ampicillin-Agar (s. III/3.) ausplattiert und über Nacht bei 37°C 
bebrütet. Um zu verifizieren, dass die LR-Reaktion und Transformation korrekt 
verlaufen sind, wurden Kolonien gepickt, die Plasmid-DNA isoliert und via 
Restriktionsverdau (s. III/13.4.1.) analysiert. 
13.2.2. Transformation der Expressionsklone in E. coli DH10Bac  
Die E. coli DH10Bac Zellen enthalten das Bacmid bMON14272, in welches die 
HEV-ORF2-Genabschnitte integriert werden sollen. Für die Transformation der 
Expressionsklone pDEST8-ORF2 (GT 1-4) in E. coli DH10Bac wurden 25 µl 
chemisch kompetente E. coli MAX Efficiency DH10Bac auf Eis aufgetaut. Zu 
den Zellen wurden 5 µl (1 ng) des rekombinanten Plasmids pDEST8-ORF2 aus 
einer Minipräparation (s. III/13.3.1.) gegeben. Zur Kontrolle wurde derselbe 
Ansatz mit 5 µl (50pg) pUC19 durchgeführt. Der Transformationsansatz wurde 30 
min. auf Eis inkubiert. Nach 45 sec. Hitzeschockprozess bei 42° wurde der Ansatz 
nochmals 2 min. auf Eis gestellt. Nach Zugabe von 225 µl S.O.C.-Medium wurde 
der Ansatz im Schüttelinkubator mit 225 rpm bei 37°C für 4 h inkubiert. Das 
S.O.C.-Nährmedium sorgt für eine verbesserte Vitalität der E. coli Zellen und 
somit für eine höhere Transformationsrate. Es wurden drei Verdünnungsstufen 
(10¹, 10¯², 10¯³) mit S.O.C.-Medium hergestellt. 100 µl jeder Verdünnung 
wurden auf LB-Agar für E. coli DH10Bac (s. III/3.) ausgespatelt und 48 h bei 
37°C bebrütet. Von der pUC19-Kontrolle wurden 100 µl einer 1:100 Verdünnung 
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auf LB-Ampicillin-Agar (s. III/3.) ausgespatelt und ebenfalls 48 h bei 37°C 
inkubiert.  
Die Agarplatten für E. coli DH10Bac enthalten IPTG und X-Gal. IPTG ist ein 
künstlicher Induktor, der das Lac-Operon aktiviert. Infolge dessen exprimiert der 
LacZα-Genabschnitt das Enzym β-Galactosidase, welches das chromogene 
Substrat X-Gal zu Galactose und 5-Brom-4-chlor-3-hydroxyindol hydrolysiert. 
Das 5-Brom-4-chlor-3-hydroxyindol wird durch Luftsauerstoff zum blauen 5,5-
Dibrom-4,4-dichlor-indigo oxidiert. Folglich erscheinen die Kolonien mit 
unverändertem Bacmid und somit funktionsfähiger LacZα-Gensequenz blau. Das 
bedeutet, dass die Transformation nicht erfolgreich war und der HEV ORF2-
Genabschnitt nicht in das Bacmid integriert werden konnte (s. III/12. u. Abb. 13). 
Bei erfolgreicher Insertion der mini-Tn7-Sequenz des rekombinanten Plasmids 
pDEST8-ORF2 in die mini-attTn7-Bindungsstelle des Bacmids bMON14272 
wird die LacZα-Gensequenz unterbrochen. Folglich wird die Expression des 
LacZα-Peptids verhindert und die Kolonien, welche das rekombinante Bacmid 
besitzen, sind von weißer Farbe. Die weißen Kolonien wurden gepickt und 
mehrfach auf frisches LB-Agar für E. coli DH10Bac (s. III/3.) überimpft, um 
sicherzustellen, dass mit einem reinen Klon weitergearbeitet wird. Von jener 
Agarplatte, welche von rein weißen Kolonien übersät war, wurde eine einzelne 
Kolonie gepickt und in LB-Medium für E. coli DH10Bac (s. III/3.) bei 37°C in 
einer Übernachtkultur angereichert. Die rekombinante Bacmid-DNA wurde 
isoliert (s. III/13.3.1.) und mit Hilfe der pUC/M13-PCR (s. III/13.4.2.) überprüft. 
Anschließend wurde zur Steigerung der Ausbeute ein größeres Kulturvolumen 
angesetzt, woraus die rekombinante Bacmid-DNA bMON14272-ORF2 (GT 1-4) 
mit der Methode der Maxipräparation (s. III/13.3.2.) isoliert werden konnte.    
13.3. Präparation von Plasmid-DNA 
Die Technik der Plasmidpräparation ermöglicht es, Plasmid-DNA aus 
transformierten Bakterienzellen zu isolieren. 
13.3.1. Minipräparation (1,5 ml Kultur) 
Zur Isolierung der rekombinanten Plasmid-DNA pDEST8-ORF2 (GT 1-4) aus E. 
coli Top 10 und zur Isolierung der rekombinanten Bacmid-DNA bMON14272-
ORF2 (GT 1-4) aus E. coli DH10Bac wurde das peqGOLD Plasmid Miniprep Kit 
I (s. III/9.) verwendet. 
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Jede gepickte Bakterienkolonie wurde in Schüttelröhrchen mit je 3,5 ml des 
entsprechenden LB-Mediums (s. III/3.) inokuliert und über Nacht im 
Schüttelinkubator bei 37°C bebrütet.  
Zur Herstellung der Minipräparationen wurde von jeder Übernachtkultur 1,5 ml 
abpipettiert und die Plasmid-DNA nach Herstellerangaben isoliert. Die 
Konzentration der eluierten DNA wurde im NanoDrop bestimmt (s. III/13.3.4.). 
13.3.2. Maxipräparation (500 ml Kultur) 
Zur Isolation großer Mengen rekombinanter Bacmid-DNA bMON14272-ORF2 
(GT 1-4) aus E. coli DH10Bac wurde das NucleoBond Xtra BAC Plasmid 
Maxiprep Kit (s. III/9.) verwendet. 
Es wurde je eine Übernachtkultur der rekombinanten Bacmide bMON14272-
ORF2 (GT1-4) hergestellt, indem 1 ml Anreicherungsbouillon zu 500 ml LB-
Medium für DH10Bac (s. III/3.) gegeben und diese über Nacht im 
Schüttelinkubator bei 37°C bebrütet wurde. Die Isolation der Bacmid-DNA 
erfolgte gemäß Herstellerangaben. 
Die DNA-Konzentration wurde im NanoDrop bestimmt (s. III/13.3.4.). Die 
Aufbewahrung der angefertigten Aliquots erfolgte bei 4°C. Dieser 
Temperaturbereich dient der kurzfristigen Lagerung jener Menge, die zur 
Weiterverarbeitung bereitgehalten werden soll. Die Haltbarkeit der Bacmid-DNA 
bei 4°C liegt bei maximal vier Wochen. 
13.3.3. Herstellung von Glycerolstocks 
Um Dauerkulturen der rekombinanten E.coli DH10Bac-Zellen (s. III/13.2.2.) 
anzulegen, wurden 0,75 ml der Maxi-Präp-Übernachtkultur (s. III/13.3.2.) in ein 
Cryoröhrchen pipettiert und 0,25 ml steriles 80%iges Glycerin zugegeben. Die 
Glycerolstocks wurden gevortext und in flüssigem Stickstoff schockgefroren. Die 
Langzeitlagerung erfolgte bei -80°C. 
13.3.4. Quantitative Nukleinsäureanalyse 
Um die Konzentration der isolierten Plasmid- oder Bacmid-DNA (s. III/13.3.) zu 
bestimmen, wurde von jeder Probe 1 µl mit dem NanoDrop 1000 Photometer 
vermessen. Als Leerwert diente destilliertes Wasser. 
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13.4. Überprüfung der Integrität des inserierten Transgens 
Um die Insertgröße eines Plasmids zu bestimmen, können verschiedene 
Nachweisverfahren zum Einsatz kommen. In dieser Arbeit wurde der 
Restriktionsverdau und die qualitative Endpunkt-PCR genutzt. 
13.4.1. Restriktionsverdau mit BsrGI 
Bakterielle Restriktionsendonucleasen erkennen spezifische Sequenzen artfremder 
bzw. viraler DNA und können deren Phosphodiester-Brücken spalten. Die 
Sequenz ist sehr häufig palindromisch (z.B. BsrGI: 5'_T´GTACA_3').  
Ausgangsmaterial für den Restriktionsverdau war die rekombinante Plasmid-
DNA pDEST8-ORF2 (GT 1-4), welche mittels Minipräparation (s. III/13.3.1.) 
isoliert wurde. Mit Hilfe des Restriktionsenzyms BsrGI konnte überprüft werden, 
ob die Transformation (s. III/13.2.1.) der ORF2-tragenden Plasmide in die 
chemisch kompetenten E. coli Top 10-Bakterien erfolgreich war. 
Für den Restriktionsverdau wurde ein Ansatz mit einem Gesamtvolumen von 10 
µl hergestellt. Dieser enthielt 0,25 µl BsrGI-Enzym, 0,1 µl BSA, 1,0 µl NE-Puffer 
(10x), 5,65 µl destilliertes Wasser und 3,0 µl (bzw. 1 µg) Plasmid-DNA und 
wurde für mindestens 2 h bei 37°C inkubiert. Als Negativkontrolle diente der 
pDEST8-Leervektor. 
13.4.2. PCR mit pUC/M13-Primern 
Die Polymerasekettenreaktion ermöglicht die Vervielfältigung einer genau 
definierten DNA-Sequenz in vitro. Dazu werden zwei einzelsträngige, speziell 
synthetisierte Primer benötigt, die komplementär an die Matrize binden können. 
Die PCR-Reaktion verläuft in drei Schritten. Das Erhitzen des Ansatzes im 
Thermocycler führt zur thermischen Denaturierung des DNA-Doppelstrangs, 
woraus sich zwei Einzelstränge bilden. Anschließend wird durch Abkühlen des 
Ansatzes die Anlagerung der Primer an die Matrize, das sog. Annealing, 
ermöglicht. Die thermostabile Taq-Polymerase katalysiert die Anlagerung der 
hinzugegebenen DNA-Nukleotide an die Primer komplementär zum DNA-
Einzelstrang, der als Matrize fungiert. Dieser dritte Reaktionsschritt wird als 
Elongation bezeichnet. Anschließend beginnt der Zyklus von neuem, wobei auch 
die neu synthetisierten DNA-Sequenzen als Matrize dienen. Dadurch wird eine 
exponentielle Amplifikation der gewünschten DNA-Sequenz erzielt.  
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Zum Nachweis der rekombinanten Bacmid-DNA bMON14272-ORF2 (GT 1-4) 
wurde eine PCR mit den Primern pUC/M13-Forward und pUC/M13-Reverse (s. 
III/9.) durchgeführt. Diese Primer binden zu beiden Seiten der mini-attTn7-
Region, welche die trunkierte HEV-ORF2-Gensequenz enthält (s. Abb. 14). 
 
Abbildung 14: pUC/M13-PCR zum Nachweis der rekombinanten Bacmide bMON14272-
ORF2 (GT 1-4), modifiziert nach (LIU et al., 2014). Mit den Primern pUC/M13-Forward 
und pUC/M13-Reverse wird die Tn7-Sequenz der rekombinanten Bacmin-DNA, welche die 
ORF2-Sequenz beinhaltet, amplifiziert und die Fragmente anschließend im Bioanalyzer 
ausgewertet. 
 
Die Zusammensetzung des Mastermix besteht neben den beiden Primern 
pUC/M13-Forward und pUC/M13-Reverse aus dem 2-fach konzentrierten 
HotStarTaq MasterMix und destilliertem Wasser. Das genaue 
Mischungsverhältnis ist Tabelle 7 zu entnehmen. Die beiden Primer wie auch die 
Template-DNA wurden 1:10 mit destilliertem Wasser verdünnt. 
 1x 20x 
Destilliertes Wasser 6,5 µl 130 µl 
2-fach PCR-Reaktionsmix =  
(HotStarTaqMasterMix) 
12,5 µl 250 µl 
Primer pUC/M13-Forward (1:10 Verd.) 0,5 µl 10 µl 
Primer pUC/M13-Reverse (1:10 Verd.) 0,5 µl 10 µl 
Gesamtvolumen Mastermix 20 µl 400 µl 
Tabelle 7: Zusammensetzung des Mastermix zur Template-Vorbereitung auf die pUC/M13-
PCR. 
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5 µl Template-Verdünnung wurden zu 20 µl Mastermix-Lösung pipettiert. Diese 
Proben wurden anschließend gevortext und im Thermocycler mit dem in Tabelle 
8 angegebenen Programm vervielfältigt. 
Schritt Zeit Temperatur Zyklen 
Initialisierung 15 min. 95 °C 1x 
Denaturierung 
Primerhybridisierung 
Amplifikation 
45 sec. 
30 sec. 
2 min. 
94 °C 
57 °C 
72 °C 
 
30x 
Abschlusszyklus 5 min. 72 °C 1x 
Kühlung ∞ 4°C 1x 
Tabelle 8: Thermocycler-Programm der pUC/M13-PCR. 
13.4.3. Qualitative Nukleinsäureanalyse 
Das Laborgerät Agilent-2100-Bioanalyzer analysiert DNA-Fragmente basierend 
auf dem Prinzip der Kapillarelektrophorese. Diese Lab-on-a-Chip-Technologie 
kann eine herkömmliche analytische Agarose-Gelelektrophorese ersetzen. Durch 
Mikrofluidtechnologie wird eine gleichzeitige und automatisierte Auswertung von 
12 DNA-Proben bezüglich ihrer Konzentration und Größe ermöglicht. Aus diesen 
Daten generiert der Bioanalyzer Elektropherogramme (Peaks) und gelartige Bilder 
(Banden). Um die Integrität der isolierten DNA zu überprüfen wurde das 7500-
DNA-Kit verwendet, dessen Messbereich für dsDNA-Fragmente zwischen 100 bp 
und 7500 bp liegt. 
13.5. Sequenzierung 
Die Sequenzierung der Plasmid-Insertsequenzen wurde bei der Firma GATC 
Biotech durchgeführt. 
Hierfür wurden die Proben gemäß der Vorgaben für “Light-Run”-Sequenzierung 
angesetzt. 
Die beiden Primer pBacPAK-FP und EBV-RP (s. III/9.) flankieren die 
Rekombinationskassette des Plasmids pDEST8-ORF2 (GT 1-4). Dadurch konnten 
alle HEV-ORF2-Sequenzen verifiziert werden. 
Mit Hilfe der BioEdit Software wurden die Daten ausgewertet und mit 
Referenzsequenzen abgeglichen. 
 
III. Material und Methoden     43 
14. Zellkulturverfahren 
14.1. Kultivierung von Sf9- und Sf9ET-Insektenzellen 
Beide Insektenzelllinien wurden in Suspension in Erlenmeyerkolben bei 27°C und 
80 rpm im Schüttelinkubator kultiviert. Die Zusammensetzung der Nährmedien 
für die Sf9-Insektenzellen und für die Sf9ET-Insektenzellen ist im 
Gliederungspunkt III/3. aufgeführt. 
Um die Insektenzellen in der logarithmischen Wachstumsphase zu halten wurden 
sie jeden zweiten Tag auf eine Dichte von 1x10^6 Zellen/ml gesplittet, bzw. 
verdünnt. 
14.2. Zellzahlbestimmung 
Zur Überprüfung der Zellzahl pro ml wurde eine 1:10 Verdünnung der 
Zellsuspension auf eine Zählkammer nach Fuchs-Rosenthal aufgetragen. Unter 
dem Mikroskop wurde die Anzahl der Zellen in 16 Kleinstquadraten mit einem 
mechanischen Zellzählgerät bestimmt.  
Diese Gesamtzahl der Zellen in 16 Kleinstquadraten multipliziert mit dem Faktor 
50.000 ergibt die Zellzahl pro ml. 
14.3. Vitalitätsbestimmung 
Zur Bestimmung der Zellvitalität nach dem Auftauen wurde ein Teil 
Zellsuspension mit zwei Teilen Trypanblau gemischt und auf die Fuchs-
Rosenthal-Zählkammer aufgetragen. Trypanblau färbt tote Zellen nach ca. einer 
Minute blau an. In lebende Zellen mit intakter Zellmembran kann Trypanblau 
nicht eindringen und sie bleiben somit farblos. 
Zur Berechnung der prozentualen Vitalität der Zellen wurden in 16 
Kleinstquadraten alle angefärbten defekten Zellen gezählt. In einem zweiten 
Zähldurchgang wurde die Gesamtzahl der Zellen, also Vitale und Defekte, 
ermittelt. Mit nachstehender Formel wurde die prozentuale Zellvitalität berechnet: 
 
Zellsuspensionen, welche zur Transfektion verwendet werden, sollten eine 
Zellvitalität von mindestens 95% besitzen (INVITROGEN, 2013b). 
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15. Virologische Methoden 
15.1. Herstellung rekombinanter Baculoviren durch Bacmid-
Transfektion 
Unter Transfektion versteht man das Einschleusen fremder DNA in eukaryotische 
Zellen. In dieser Arbeit wurden Sf9-Insektenzellen mit rekombinanter 
Baculovirus-(Bacmid-)DNA AcMNPV-ORF2 (GT 1-4) transfiziert. Diese 
rekombinante Baculovirus-DNA trägt jeweils eine Form der trunkierten HEV-
ORF2-Gensequenz der vier Genotypen in sich, welche für das Kapsidprotein des 
Hepatitis E Virus kodiert. Nach erfolgreicher Transfektion produzieren die Sf9-
Zellen rekombinante Baculoviren, welche sich sowohl in den Zellen als auch im 
Zellkulturüberstand befinden. 
Zwei Stunden vor der Transfektion wurden in jede Vertiefung einer 6-Well-Platte 
1,6 ml Sf9-Zellsuspension mit einer Zelldichte von 1,25x10^6 Zellen/ml pipettiert 
und bei 27°C inkubiert, um eine Anhaftung der Sf9-Zellen am Plattenboden zu 
erzielen (POLYPLUS-TRANSFECTION, 2010). 
Anschließend wurden zwei 1,5 ml-Reaktionsgefäße mit je 100 µl NaCl (150 mM) 
befüllt. In eines dieser Reaktionsgefäße wurden 9 µg rekombinante Baculovirus-
(Bacmid-)DNA zugegeben und durch vortexen gemischt. In das andere 
Reaktionsgefäß wurden 9 µl FectoFly-Transfektionsreagenz hinzugefügt und 
gemischt. Die FectoFly-Verdünnung wurde in die DNA-Verdünnung pipettiert, 10 
sec. gevortext und für 30 min. bei RT inkubiert. Diese FectoFly-DNA-Mixtur 
wurde tropfenweise auf den Sf9-Zellrasen gegeben, um eine gleichmäßige 
Verteilung zu gewährleisten. Nach einer Inkubationsdauer von 4 h bei 27°C 
wurde in jede Vertiefung 2 ml frisches Sf9-Medium pipettiert. Der Ansatz wurde 
weitere 72 h bei 27°C inkubiert (s. Abb. 15). 
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Abbildung 15: Transfektion von Sf9-Zellen in 6-Well-Platten mit dem FectoFly-
Transfektionsreagenz (POLYPLUS-TRANSFECTION, 2010) 
 
Es wurden zwei verschiedene Negativkontrollen durchgeführt. Die rekombinante 
Baculovirus-(Bacmid-)DNA wurde in der ersten Negativkontrolle durch 20 µl 
H2O ersetzt; in der zweiten Negativkontrolle durch 9 µg nicht-rekombinante 
Baculovirus-(Bacmid-)DNA.  
15.2. Ernte der rekombinanten Baculoviren 
Nachdem der Transfektionsansatz (s. III/15.1.) 72 h inkubiert wurde konnten die 
rekombinanten Baculoviren geerntet werden. Dazu wurde der Überstand 
vorsichtig und ohne den Zellrasen zu verletzen mit einer Pipette abpipettiert, in 
ein steriles Tube gegeben und bei 500 x g für 5 min. zentrifugiert. Der klare 
Überstand wurde vorsichtig abgenommen, in ein steriles Eppendorf-
Reaktionsgefäß pipettiert und lichtgeschützt bei +4°C aufbewahrt. Dieser klare 
Überstand ist der P0-Virus-Stock. Ein 1-ml-Aliquot wurde bei -20°C zur 
Langzeitaufbewahrung tiefgekühlt. Das Pellet wurde verworfen. 
Auf den noch bestehenden Zellrasen wurden 200 µl PBS pipettiert und die Zellen 
mit einem Zellschaber gelöst. Die nun in PBS schwimmenden Sf9-Zellen wurden 
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vorsichtig abpipettiert und in ein steriles Eppendorf-Reaktionsgefäß gegeben. Die 
Zellen wurden ebenfalls bei 500 x g für 5 min. zentrifugiert. Der PBS-Überstand 
wurde vorsichtig und ohne das Pellet aufzuwirbeln abpipettiert und verworfen. 
Das Pellet wurde bei -20°C aufbewahrt. 
15.3. Titration der Virusstocks mit Sf9ET-Insektenzellen 
Die Endpunkt-Verdünnungstitration ermöglicht es, die in den Virusstocks 
befindlichen rekombinanten Baculoviren zu quantifizieren. Hierfür werden 
Sf9ET-Insektenzellen genutzt. Dabei handelt es sich um eine Titrationszelllinie 
für Baculoviren, in deren Genom die Sequenz des Fluoreszenzproteins eGFP 
integriert wurde. Das eGFP-Gen steht unter Kontrolle des baculoviralen 
Polyhedrinpromotors. Folglich wird das eGFP-Gen nur transkribiert, wenn die 
Sf9ET-Zelle mit einem Baculovirus infiziert wurde. Dadurch können erfolgreich 
infizierte Sf9ET-Insektenzellen durch ihre grüne Fluoreszenz im 
Fluoreszenzmikroskop identifiziert werden (HOPKINS & ESPOSITO, 2009). 
In 56 Vertiefungen einer 96-Well-Platte wurden je 75 µl Sf9ET-Zellen in einer 
Konzentration von 1x10^6 Zellen/ml pipettiert. Anschließend wurde eine 
dezimale Verdünnungsreihe des Virusstocks mit Sf9ET-Medium (s. III/3.) von 
10^-3 bis 10^-9 angelegt. 25 µl jeder Verdünnungsstufe wurden in je acht 
Vertiefungen pipettiert, sodass jedes Well ein Gesamtvolumen von 100 µl 
beinhaltete. Die Platte wurde drei Tage bei 27°C inkubiert. Als Negativ-Kontrolle 
dienten unveränderte Sf9ET-Zellen (s. Abb. 16). 
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Abbildung 16: Titrationsplatte mit grün-fluoreszierenden Sf9ET-Zellen in ansteigenden 
Verdünnungsstufen, schematisch. Sf9ET-Zellen, die die rekombinante Baculovirus-DNA 
integriert haben, leuchten im Fluoreszenzmikroskop unter blauem Licht grün; 
Negativkontrolle (-): unveränderte Sf9ET-Zellen; 
 
Die Auswertung erfolgte nach dem Alles-oder-Nichts-Prinzip: Beinhaltete das 
Well keine fluoreszierende Zelle, wurde es negativ bewertet. Zeigten sich im Well 
eine oder mehrere fluoreszierende Zelle(n), wurde es positiv bewertet. Mit dem 
Reed & Muench Calculator (LINDENBACH, 2004) wurde anschließend die 
TCID50/ml berechnet. Der errechnete Wert gibt an, bei welcher Virusstock-
Konzentration 50% der Zellkulturen infiziert werden, wenn ein Virusstock-
Volumen von 1 ml zugegeben wird. Die Ermittlung der TCID50/ml ist nötig, um 
sowohl die Amplifikation der rekombinanten Baculoviren (s. III/15.4.) als auch 
die Proteinexpression (s. III/15.6.)  mit definierter MOI durchführen zu können. 
15.4. Amplifikation rekombinanter Baculoviren 
Zur Amplifikation der rekombinanten Baculoviren AcMNPV-ORF2 (GT 1-4) 
wurden 20 ml Sf9-Zellsuspension mit einer Dichte von 2x10^6 Zellen/ml mit P0-
Virusstock versetzt. Das hierfür benötigte Volumen des P0-Virusstocks wurde 
anhand der nachfolgenden Formel errechnet (INVITROGEN, 2013a): 
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Die MOI beschreibt die eingesetzte Virusanzahl pro Zelle bei der Infektion einer 
Zellkultur. Zur Amplifikation der rekombinanten Baculoviren wurde mit einer 
MOI von 0,1 gearbeitet, da eine niedrige MOI die Qualität der Baculoviren 
bewahrt. Der jeweilige TCID50/ml-Wert wurde durch die Verdünnungstitration 
zum Endpunkt ermittelt (s. III/13.3.). Unter Zellzahl wird die Anzahl der Sf9-
Insektenzellen im Amplifikationsansatz (s.o.) verstanden. Dieser Ansatz wurde 4 
d bei 27°C im Schüttler inkubiert. 
15.5. Ernte des P1-Virusstocks 
Um den P1-Virusstock zu ernten wurde der Ansatz bei 500 x g für 5 min. 
zentrifugiert. Der klare Überstand ist der P1-Virusstock. Dieser wird vorsichtig 
abpipettiert und bei +4°C lichtgeschützt aufbewahrt. Ein 1-ml-Aliquot davon 
wurde zur Langzeitaufbewahrung bei -80°C tiefgekühlt. Das Pellet wurde 
ebenfalls bei -80°C aufbewahrt. 
15.6. Baculovirale Proteinexpression in Sf9-Insektenzellen 
Unter Proteinexpressionsansatz ist die Infektion von Sf9-Insektenzellen mit einem 
hohen MOI rekombinanter Baculoviren (AcMNPV-ORF2) zu verstehen, mit dem 
Ziel, dass die rekombinanten Baculoviren das rekombinante HEV-ORF2-
Kapsidprotein exprimieren. Dafür wurden 50 ml Sf9-Zellsuspension mit einer 
Dichte von 2x10^6 Zellen/ml verwendet. Die Zellsuspension wurde bei 1800 rpm 
für 10 min. zentrifugiert und der Überstand verworfen. Das Zellpellet wurde in 5 
ml Sf9-Medium resuspendiert und die entsprechende Menge P1-Virusstock 
hinzugegeben, sodass der Proteinexpressionsansatz eine MOI von 10 besitzt 
(Formel s. III/15.4.). Dieser wurde 1 h bei RT inkubiert. Nach Zugabe von 45 ml 
frischem Sf9-Medium wurde der fertige Proteinexpressionsansatz im 
Schüttelinkubator 4 d bei 27°C bebrütet. Die infizierten Sf9-Zellen produzieren 
sowohl rekombinante Baculoviren als auch die HEV-ORF2-Kapsidproteine. 
15.7. Ernte der rekombinanten ORF2-Proteine 
Der Proteinexpressionsansatz wurde bei 500 x g für 5 min. zentrifugiert. Der 
Überstand wurde abpipettiert und das Zellpellet bei -20°C gelagert. Der Überstand 
wurde nochmals bei 500 x g für 5 min. zentrifugiert und das daraus entstandene 
Pellet verworfen. Der klare Überstand, im Folgenden Zellkulturüberstand 
genannt, wurde mit  PMSF (0,1%)  versehen (s. III/16.1.) und bei -20°C gelagert. 
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16. Proteinchemische Methoden 
16.1. Proteaseinhibition mit PMSF 
PMSF wird als Protease-Inhibitor verwendet, um die exprimierten Proteine vor 
Degradation zu schützen. Zur Herstellung der PMSF-Stammlösung wurden 0,174 
g PMSF in 10 ml Isopropanol gelöst, um eine  Konzentration von 100 mM zu 
erhalten; das entspricht 17,4 mg/ml. Aliquots von 500 µl wurden bei -20°C auf 
Vorrat tiefgekühlt. 
Die Arbeitskonzentration entspricht der 1000-fachen Verdünnung der 
Stammlösung, das heißt 17,4 µg/ml. Folglich wurden pro 1 ml Überstand der 
Proteinexpressionskultur 1 µl Stammlösung zugegeben.  
16.2. SDS-PAGE 
Die SDS-PAGE (Natriumdodecylsulfat-Polyacrylamidgelelektrophorese) ist eine 
gelelektrophoretische Methode, um Proteine nach ihrer Molekülmasse 
aufzutrennen.  
Das Bolt Mini Gel Tank-System diente als Elektrophoresekammer. Als 
Laufpuffer wurde der Bolt MES Laufpuffer (20x) verwendet. Die Zellpellets aus 
der Proteinexpression (s. III/15.7.) wurden für den Gellauf vorbereitet, indem zu 
jedem Pellet 100 µl einer Mixtur gegeben wurde, welche  aus 25% Bolt LDS 
Sample Buffer (4x), 10% Bolt Reducing Agent (10x) und 65% deionisiertem 
Wasser bestand. Nach Resuspension der Zellpellets wurden sie im Heizblock 10 
min. bei 70°C denaturiert. Die Probe wurde 3 min. bei 9000 rcf zentrifugiert und 
das Gel mit dem Überstand beladen. 
Die Zellkulturüberstände aus der Proteinexpression (s. III/15.7.) wurden für den 
Gellauf vorbereitet, indem zu 65 µl aufgetauter Probe 25 µl Bolt LDS Sample 
Buffer (4x) und 10 µl Bolt Reducing Agent (10x) gegeben wurde. Nach 
gründlichem Vermischen erfolgte die Denaturierung im Heizblock für 10 min. bei 
70°C. 
Die Proteinproben wurden über einen Zeitraum von 35 min. elektrophoretisch 
aufgetrennt. Die elektrische Spannung betrug 165 V. Die verwendeten Bolt 4-12% 
Bis-Tris Plus Mini-Gele (10-well und 15-well) ermöglichten die Auftrennung von 
Proteinen zwischen 0,3 kDa und 260 kDa. Als Proteinmarker diente der SeeBlue 
Plus2, welcher 10 Banden im Bereich von 0 bis 200 kDa definiert. 
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16.3. Coomassie-Färbung 
Die Coomassie-Färbung wird mit dem Farbstoff Coomassie-Brillant-Blau 
durchgeführt. Durch Anlagerung an die basischen Seitenketten der Aminosäuren 
können Proteine im Polyacrylamid-Gel unspezifisch angefärbt werden. 
Das Gel mit den elektrophoretisch aufgetrennten Proteinen wurde 30 min. bei RT 
in der Coomassie-Lösung (s. III/3.) angefärbt. Anschließend wurde das gefärbte 
Gel mit dH2O abgespült und getrocknet. 
16.4. Western Blot 
Der Western Blot ist eine Methode, um die Proteinbanden im Polyacrylamid-Gel 
(s. III/16.2.) auf eine Trägermembran zu transferieren und diese anschließend 
immunologisch detektieren zu können. Zuerst bindet ein Primärantikörper an das 
Antigen auf der Nitrocellulosemembran. Im nächsten Reaktionsschritt bindet an 
den Primärantikörper ein enzymgekoppelter Sekundärantikörper. Dadurch kommt 
es nach Zugabe des entsprechenden Detektionsreagenz zu einer Enzym-Substrat-
Reaktion und somit zur spezifischen Färbung der detektierten Proteinbanden. 
Der Transfer der Proteine auf die Nitrocellulosemembran wurde nach 
Herstellerangaben mit dem Programm “P0” des Blotting-Geräts iBlot Gel 
Transfer Device durchgeführt. Die Membran wurde kurz mit dH2O abgespült und 
der Proteintransfer mit der reversiblen Ponceau-S-Färbelösung (s. III/3.) 
überprüft. Die Membran wurde in Blockier-Lösung (s. III/3.) 30 min. bei RT 
inkubiert. Über Nacht wurde die Membran bei 4°C mit dem Primärantikörper 
(1:1000 Verdünnung) (s. III/10.) in Blockier-Lösung inkubiert. Am nächsten 
Morgen wurde die Membran 3x je 10 min. mit TBS-T-Puffer (s. III/3.) gewaschen 
und mit dem Sekundärantikörper (1:5000 Verdünnung; AP- oder HRP-gekoppelt) 
(s. III/10.) in Blockier-Lösung 1 h bei RT inkubiert. Die Membran wurde 3x mit 
TBS-T-Puffer gewaschen und die Proteinbanden mit dem entsprechenden Substrat 
detektiert. 
Es wurden zwei verschiedene indirekte Immundetektionen mit identischen 
Membranen durchgeführt.  Auf Membran 1 wurde als humaner Primärantikörper 
die Patientenprobe „Alia“ (s. III/10.) aufgetragen; auf Membran 2 wurde als 
Primärantikörper ein monoklonaler Maus-Antikörper (s. III/10.) aufgetragen.  Zur 
spezifischen Anfärbung der rekombinanten HEV-ORF2-Proteinbanden wurden 
die Membrane mit den entsprechenden Sekundärantikörpern versehen und mit 5 
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ml Detektionsreagenz für 8 min. bei RT inkubiert. Als Detektionsreagenz für den 
Sekundärantikörper Anti-Human IgG/IgM-Konjugat (HRP) wurde die TMB-
Lösung (HRP) aus dem recomLine HEV IgG/IgM-Kit von Mikrogen verwendet. 
Als Detektionsreagenz für den Sekundärantikörper  Anti-Maus (AP) wurde das 
NBT/BCIP Detektionsreagenz (AP) verwendet. Die Farbreaktion wurde durch 
Waschen der Membran mit destilliertem Wasser abgestoppt. 
16.5. Elektronenmikroskopie 
16.5.1. Aufreinigung durch PEG-Fällung 
Zur Aufbereitung der vier Proben (HEV-VLP GT1-4) für den Nachweis der HEV-
VLPs im Elektronenmikroskop wurde der Zellkulturüberstand der 
Proteinexpressionskultur (s. III/15.7.) zunächst zentrifugiert. Die in der 
Suspension enthaltenen Baculoviren werden im ersten Schritt durch die 
Beschleunigung auf 10.000 x g für 30 min bei 4°C von den HEV-VLPs getrennt 
und sedimentieren.  
Der Überstand, welcher nun überwiegend HEV-VLPs enthielt, wurde abpipettiert 
und die darin enthaltenen virus like particles mit Polyethylenglykol (PEG) gefällt. 
PEG ist ein hydrophiles, ungeladenes Polymer, welches in wässriger Lösung mit 
den Proteinen um das Hydratationswasser konkurriert. Dies führt zu einer 
schonenden Fällung der Proteine (INGHAM, 1990). Dazu wurden die Proben mit 
8% Polyethylenglycol 6.000 und 0,4 M NaCl versehen und über Nacht auf Eis 
gefällt.  
Anschließend wurde die Probe nochmals mit einer Geschwindigkeit von 10.000 x 
g für 30 min. bei 4°C zentrifugiert, sodass die gefällten HEV-VLPs sedimentieren. 
Der Überstand wurde verworfen. Für jeden HEV-Genotyp entstand so ein Pellet 
mit HEV-VLPs, welches mit je 2,5 ml PBS resuspendiert und im 
Elektronenmikroskop untersucht wurde. Das restliche Probenmaterial wurde bei   
-20°C aufbewahrt. 
16.5.2. Nachweis im Elektronenmikroskop 
Die elektronenmikroskopische Untersuchungen der aufgereinigten und mit PEG 
gefällten Proben (s. III/16.5.1.) wurden von Frau Dr. Neubauer-Juric und Frau 
Horvath am LGL-eigenen Gerät übernommen. 
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IV. ERGEBNISSE 
1. Herstellung der Expressionsvektoren pDEST8−ORF2 
Mit Hilfe der Gateway-Technologie (s. III/11. u. III/13.1.) wurde die trunkierte 
ORF2-Sequenz aller vier humanen HEV-Genotypen in den Expressionsvektor 
pDEST8 einkloniert. Zur Vermehrung und Selektion wurden die LR-Reaktionen 
in chemisch kompetente E. coli Top10 transformiert (s. III/13.2.1.) und kloniert. 
Die rekombinante Plasmid-DNA wurde anschließend isoliert (s. III/13.3.1.) und 
zur Kontrolle der Integrität einer Restriktionsanalyse unterzogen (s. III/13.4.1. u. 
IV/1.1.). 
1.1. Restriktionsanalyse der pDEST8−ORF2−Plasmide 
Der Restriktionsverdau der pDEST8-ORF2-Plasmide der HEV-Genotypen 1, 2, 3 
und 4 wurde mit dem Restriktionsenzym BsrGI durchgeführt (s. III/13.4.1.). Die 
Integrität der pDEST8-ORF2-Plasmide konnte anschließend für alle vier 
Genotypen durch Fragmentanalyse im Bioanalyzer (s. III/13.4.3.) bestätigt 
werden.  
Wird der unveränderte pDEST8-Vektor mit dem Enzym BsrGI verdaut, ergeben 
sich aus den spezifischen Schnittstellen des Vektors vier DNA-Fragmente mit 
einer Länge von 404 bp, 637 bp, 1424 bp und 4063 bp; dieser diente als 
Negativkontrolle. Durch Rekombination der HEV-ORF2-Gensequenzen der 
Genotypen 1, 3 und 4 in den pDEST8-Vektor ändern sich die Schnittstellen; die 
zu erwartenden Größen der DNA-Fragmente betragen 606 bp, 637 bp, 927 bp und 
4257 bp. Der pDEST8-Vektor mit integrierter HEV-ORF2-Gensequenz des 
Genotyps 2 besitzt eine zusätzliche Schnittstelle; daher besitzen die resultierenden 
DNA-Fragmente eine Größe von 240 bp, 365 bp, 637 bp, 927 bp und 4257 bp (s. 
Abb. 17). Die Banden des Genotyps 1 lassen einen unvollständigen Verdau 
vermuten, da die Bande bei ca. 1500 bp verläuft statt bei 927 bp und 606 bp. 
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Abbildung 17: BsrGI-Restriktionsverdau der pDEST8-ORF2-Plasmide (GT 1-4). L = DNA-
Längenstandard; GT 1/2/3/4 = Fragmente des verdauten pDEST8-ORF2-Plasmid des 
Genotyps 1/2/3/4; Negativkontrolle (–) = Fragmente des verdauten pDEST8-Leervektors; die 
Auswertung erfolgte mit dem Bioanalyzer 
 
1.2. Sequenzierung der pDEST8−ORF2−Plasmide 
Um die trunkierte ORF2-Gensequenz in den pDEST8-ORF2-Vektoren auf ihre 
Richtigkeit zu überprüfen wurden die Konstrukte zur Firma GATC Biotech 
gesandt (s. III/13.5.) und mit den Standardprimern pBakPAC-FP und EBV-RP (s. 
III/9.) mit der Sanger-Methode sequenziert. Die Integrität der generierten 
pDEST8-ORF2-Plasmide konnte bestätigt werden. 
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2. Herstellung der rekombinanten Bacmid-DNA  
2.1. Transformation der Expressionsvektoren in E. coli DH10Bac  
Die sequenzierten Expressionsvektoren pDEST8-ORF2 (GT 1-4) wurden in E. 
coli DH10Bac transformiert und auf entsprechenden Agar-Platten (s. III/3.) 
ausplattiert. Mittels Blau-Weiß-Selektion konnten erfolgreich transponierte, weiße 
Kolonien sofort von unveränderten, blauen Kolonien unterschieden werden. Ist 
die Transformation und Rekombination der DH10Bac Zellen erfolgreich, erfolgt 
der Einbau der rekombinanten DNA in das LacZα-Gen auf dem Bacmid 
bMON14272, wodurch die Expression des LacZα-Peptids verhindert wird und 
damit folglich die enzymatische Reaktion von X-Gal zu einem blauen Farbstoff. 
Die blauen Kolonien enthalten somit unveränderte Bacmid-DNA bMON14272 
mit funktionsfähigem LacZα-Gen. Die weißen Kolonien enthalten die 
rekombinante Bacmid-DNA bMON14272-ORF2 (GT 1-4). Letztere wurden in 
weitergehenden Schritten näher untersucht. 
2.2. Qualitätskontrolle der rekombinanten Bacmid-DNA 
Die isolierte rekombinante Bacmid-DNA bMON14272-ORF2 (GT 1-4) aus den 
weißen Kolonien wurde mit der pUC/M13-PCR (s. III/13.4.2.) analysiert. Als 
Primer dienten pUC/M13-Forward und pUC/M13-Reverse (s. III/9.). Die 
Bindungsstellen der pUC/M13-Primer flankieren die mini-attTn7-Region im 
Bacmid (s. Abb. 14). Die zu erwartende Größe der DNA-Fragmente ORF2-
positiver Klone beträgt ca. 4,2 kb. Die PCR-Analyse ergab, dass die Herstellung 
rekombinanter Bacmid-DNA für alle vier Genotypen erfolgreich war (s. Abb. 18). 
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Abbildung 18: pUC/M13-PCR-Fragmente der rekombinanten Bacmid-DNA bMON14272-
ORF2 (GT 1-4). L = DNA-Längenstandard; GT 1/2/3/4 = Amplifikat der rekombinanten 
Bacmid-DNA  bMON14272-ORF2 des Genotyps 1/2/3/4. Als PCR-Primer dienten pUC/M13-
Forward und pUC/M13-Reverse. die Auswertung erfolgte mit dem Bioanalyzer 
 
2.3. Sequenzierung der ORF2-Inserts 
Die in der pUC/M13-PCR (s. IV/2.2.) amplifizierten DNA-Fragmente wurden zur 
Sequenzierung zur Firma GATC Biotech gesandt (s. III/13.5.). Die Integrität der 
generierten Bacmide konnte bestätigt werden. 
2.4. Amplifikation der rekombinanten Bacmid-DNA (Maxipräp) 
Um ausreichende Bacmid-Mengen zur Transfektion von Insektenzellen 
herzustellen, wurde jeweils eine 500 ml-Übernachtkultur der E. coli mit den 
rekombinanten Bacmiden bMON14272-ORF2 (GT1-4) und bMON14272 
angesetzt, um diese mittels Maxipräparation (s. III/13.3.2.) zu isolieren. Die nicht-
transponierte Bacmid-DNA dient in späteren Arbeitsschritten als 
Negativkontrolle. Dazu wurde ein Kit (s. III/5.) verwendet, das für die Isolierung 
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von Bacmiden optimiert wurde. Die Konzentration der isolierten DNA wurde 
anschließend im NanoDrop (s. III/13.3.4.) photometrisch bestimmt (s. Tab. 9). 
Maxipräparation Konzentration der Plasmid-DNA in ng/µl 
bMON14272-ORF2-GT1 436,2  
bMON14272-ORF2-GT2 324,7  
bMON14272-ORF2-GT3 248,0  
bMON14272-ORF2-GT4 493,0  
bMON14272 (Negativkontrolle) 552,8  
Tabelle 9: Konzentration der rekombinanten Bacmid-DNA in ng/µl (GT 1-4) nach 
Maxipräparation. Die DNA wurde mit dem NucleoBond Xtra BAC Plasmid Maxiprep Kit 
isoliert und im NanoDrop ausgewertet. 
 
3. Herstellung der rekombinanten Baculoviren 
3.1. Transfektion der Sf9-Insektenzellen mit rekombinanter Bacmid-
DNA 
Zur Transfektion der Sf9-Insektenzellen mit den rekombinanten Bacmiden 
bMON14272-ORF2 der vier HEV-Genotypen wurde das Transfektionsreagenz 
FectoFly und 9 µg Bacmid-DNA verwendet (s. III/15.1.). Nach erfolgreicher 
Transfektion ist die rekombinante Baculovirus-DNA, welche die HEV-ORF2-
Gensequenz trägt, in die Sf9-Insektenzellen transferiert worden. Die transfizierten 
Sf9-Insektenzellen produzierten nun die rekombinanten Baculoviren AcMNPV-
ORF2 (GT 1-4), welche auch in den Zellkulturüberstand freigesetzt wurden. 
Dieser Zellkulturüberstand wurde als Virusstock P0 (Passage P0) bezeichnet und 
zur Amplifikation der rekombinanten Baculoviren (Passage P1) verwendet (s. 
III/15.4.). Als Negativkontrolle für spätere Arbeitsschritte wurde außerdem die 
unveränderte Bacmid-DNA bMON14272 in Sf9-Insektenzellen transfiziert, um 
„unverändertes“ AcMNPV zu rekonstituieren. 
3.2. Titration der P0- und P1-Virusstocks 
Um den TCID50/ml-Wert der P0- und P1-Virusstocks bestimmen zu können, 
wurde mit den Sf9ET (Easy Titer)-Insektenzellen eine Verdünnungstitration zum 
Endpunkt durchgeführt (s. III/15.3.). Die DNA dieser Insektenzellen enthält das 
eGFP-Gen (enhanced green fluorescent protein) unter der Kontrolle des 
baculoviralen Polyhedrin-Promotors. Werden die Zellen mit Baculoviren infiziert, 
verursachen baculovirale Transkriptionsfaktoren die Transkription des eGFP und 
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somit eine grüne Fluoreszenz bei Anregung mit blauem oder ultraviolettem Licht 
(s. Abb. 19). 
 
Abbildung 19: Transfizierte Sf9ET-Insektenzellen im Lichtmikroskop (A) und im 
Fluoreszenzmikroskop nach Anregung mit blauem Licht (B) 72 h nach Inkubation. 
 
Neben den Virusstocks P0 und P1, welche die rekombinanten Baculoviren 
(AcMNPV-ORF2 (GT1-4)) enthalten, wurden auch die Virusstocks P0 und P1, 
welche die unveränderten Baculoviren (AcMNPV) enthalten, zum Endpunkt 
titriert. Die Virusstocks mit den unveränderten Baculoviren dienten in späteren 
Arbeitsschritten der Negativkontrolle. Für diese Negativkontrolle wurde ein 
Ansatz auf niedrigster Verdünnungsstufe (10^-3) hergestellt, bei welchem anstelle 
eines Virusstocks ein entsprechendes Volumen an Sf9ET-Nährmedium zugegeben 
wurde. Wie zu erwarten waren alle Wells dieses Kontrollansatzes negativ. 
Die Virustiter (TCID50/ml) wurden nach Reed & Muench berechnet 
(LINDENBACH, 2004). Die Titrationsergebnisse sind der Tabelle 10 zu 
entnehmen. 
TCID50/ml P0-Virusstock P1-Virusstock 
AcMNPV-ORF2-GT1  3,89 x 10^6 3,94 x 10^7 
AcMNPV-ORF2-GT2  3,34 x 10^8 5,18 x 10^7 
AcMNPV-ORF2-GT3  1,78 x 10^8 6,31 x 10^9 
AcMNPV-ORF2-GT4  2,11 x 10^7 2,37 x 10^10 
AcMNPV (unverändert)  1,00 x 10^7 1,58 x 10^9 
Tabelle 10: Titrationsergebnisse, angegeben in TCID50/ml, der P0- und P1-Virusstocks. 
TCID50/ml = Verdünnungsstufe des Virusstocks, welche 50% der damit inokulierten 
Zellkulturen infiziert; AcMNPV-ORF2 = ORF2-rekombinante Baculoviren; GT 1-4 = 
Genotyp 1-4; AcMNPV = original Baculovirus; P0 = Passage 0; P1 = Passage 1  
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4. Baculovirale Proteinexpression und Proteinnachweis 
4.1. Infektion der Sf9-Insektenzellen mit den rekombinanten 
Baculoviren zur Proteinexpression 
Zur Herstellung rekombinanter HEV-ORF2-Proteine (GT 1-4) wurden Sf9-
Insektenzellen mit den rekombinanten Baculoviren (AcMNPV-ORF2-GT1-4) 
infiziert (s. III/13.6.). Die Proteinexpression erfolgte gemäß der Herstellerangabe 
mit einer MOI von 10 (INVITROGEN, 2013a). Die Berechnung (Formel s. 
III/15.4.) des benötigten Virusstock-Volumens erfolgte anhand der ermittelten 
Virustiter (s. IV/3.2.). 
4.2. Coomassie-Färbung 
Die mittels SDS-PAGE (s. III/16.2) elektrophoretisch aufgetrennten Proteine der 
Zellkulturüberstände und Zellpellets aus der Proteinexpression (s. III/15.7.) 
wurden mit Coomassie-Brillant-Blau unspezifisch im Gel angefärbt (s. III/16.3.). 
Mit der Coomassie-Färbung konnte keine Bande bei ca. 53 kDa nachgewiesen 
werden, welche sich vom Kontrollansatz unterscheidet (s. Abb. 20). Grund dafür 
ist das Vorhandensein vieler Serumproteine, welche dem Insektenzellmedium 
zugegeben werden. 
 
Abbildung 20: Coomassie-Färbung. Proteinmarker = SeeBlue Plus2; Zellen = resuspendierte 
Pellets aus Proteinexpression; Überstand = Zellkulturüberstand aus Proteinexpression; M = 
Mock-Kontrolle, d. h. unverändertes Baculovirus (AcMNPV); 1 - 4 = rekombinante 
Baculoviren mit integrierter HEV-ORF2-Sequenz der Genotypen 1, 2, 3 und 4 (AcMNPV-
ORF2-GT1-4) 
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4.3. Nachweis der ORF2-Proteine im Western Blot 
4.3.1. Immundetektion mit Humanserum 
Zum spezifischen Nachweis der rekombinanten ORF2-Proteine wurden 
Zellkulturüberstände und resuspendierte Zellpellets aus der Proteinexpression (s. 
III/15.7.) via Western Blot (s. III/16.4) analysiert. Als Primärantikörper diente das 
Humanserum „Alia“ (IgM+/IgG+), das von einer Frau mit Reiseanamnese 
(Pakistan) stammt. Als Sekundärantikörper diente ein Peroxidase-gekoppelter 
Anti-IgG/IgM-Antikörper der Firma Mikrogen (s. III/10.). 
Mittels Westernblot konnten die rekombinanten ORF2-Proteine erfolgreich 
nachgewiesen werden. Das Molekulargewicht der trunkierten ORF2-Kapsid-
Proteine liegt bei ca. 53,5 kDA. In Abbildung 21 ist zu erkennen, dass im 
resuspendierten Zellpellet aller 4 Genotypen eine Bande im Bereich von ca. 53,5 
kDA sichtbar ist. Im Zellkulturüberstand ließ sich die spezifische Bande für die 
Genotypen 2, 3 und 4 nachweisen. Für Genotyp 1 konnte kein ORF2-Protein im 
Zellkulturüberstand nachgewiesen werden. Als Negativkontrolle diente das 
resuspendierte Zellpellet und der Zellkulturüberstand unveränderter Baculoviren 
(AcMNPV). Diese sind mit M (Mock-Kontrolle) gekennzeichnet und belegt die 
Spezifität der angefärbten Proteinbande. Banden, welche sowohl in der Mock-
Kontrolle als auch in den Proben mit rekombinantem ORF2-Protein erscheinen, 
gehen auf unspezifische Reaktionen der eingesetzten Antikörper zurück.  
Um zu testen, ob die humanen HEV-Antikörper spezifisch an die rekombinanten 
ORF2-Proteine der HEV-Genotypen 1, 2, 3 und 4 binden, wurde der Versuch 
parallel mit einem Humanserum inkubiert, welches keine HEV-Antikörper 
enthält. Es traten keine spezifischen Banden auf (s. Abb. 22). 
 
IV. Ergebnisse     60 
 
Abbildung 21: Immundetektion der rekombinanten ORF2-Proteine mit IgG enthaltendem 
Humanserum. Proteinmarker = SeeBlue Plus2; Zellen = Zellpellets aus Proteinexpression; 
Überstand = Zellkulturüberstand aus Proteinexpression; M = Mock-Kontrolle, d. h. 
Ausgangs-Baculovirus (AcMNPV); 1 - 4 = rekombinante Baculoviren mit integrierter HEV-
ORF2-Sequenz der Genotypen 1, 2, 3 und 4 (AcMNPV-ORF2-GT1-4) 
 
 
Abbildung 22: Immundetektion der rekombinanten ORF2-Proteine mit Humanserum ohne 
HEV-Antikörper als Negativkontrolle. Weder die Proben der Zellpellets noch die der 
Zellkulturüberstände weisen eine spezifische Bande bei ca. 53,5 kDa auf. Proteinmarker = 
SeeBlue Plus2; Zellen = Zellpellets aus Proteinexpression; Überstand = Zellkulturüberstand 
aus Proteinexpression; M = Mock-Kontrolle, d. h. original Baculovirus (AcMNPV); 1 - 4 = 
rekombinante Baculoviren mit integrierter HEV-ORF2-Sequenz der Genotypen 1, 2, 3 und 4 
(AcMNPV-ORF2-GT1-4) 
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4.3.2. Immundetektion mit monoklonalem Maus-Antikörper 
Da von dem humanen HEV-positiven Serum („Alia“) nur sehr wenig Material 
vorhanden war, sollte versucht werden, in weitergehenden Experimenten einen 
geeigneten monoklonalen Maus-Antikörper zu finden, durch den sich die HEV-
ORF2 Proteine nachweisen lassen. Eine Recherche der Literatur wies den 
verwendeten monoklonalen Maus-Antikörper (s. III/10.) mit der Spezifität Anti-
HEV-ORF2 der Firma Enogene als möglichen Kandidaten aus. Dieser Antikörper 
wurde bestellt und als Primärantikörper eingesetzt. Als Sekundärantikörper diente 
ein AP-gekoppelter Anti-Maus-Antikörper der Firma Invitrogen (s. III/10.).  
Die rekombinanten HEV-ORF2-Proteine konnten im Zellpellet der Genotypen 1, 
2 und 3 durch spezifische Banden im Bereich von ca. 53,5 kDa nachgewiesen 
werden. Im Zellkulturüberstand des Genotyps 3 konnte ebenfalls eine 
entsprechende Bande bei ca. 53,5 kDa nachgewiesen werden. Das entspricht dem 
Molekulargewicht der trunkierten ORF2-Kapsid-Proteine (s. Abb. 23). Im 
Zellpellet der ORF2-Proteinexpression des Genotyps 4 und in den 
Zellkulturüberständen der Genotypen 1, 2 und 4 konnten keine ORF2-
spezifischen Banden nachgewiesen werden. 
Als Negativkontrolle dienten das Zellpellet und der Zellkulturüberstand 
unveränderter Baculoviren (AcMNPV). Diese sind in Abbildung 23 mit „M“ 
(Mock-Kontrolle) gekennzeichnet und belegen die Spezifität des 
Nachweisverfahrens. Banden, welche sowohl in der Mock-Kontrolle als auch in 
den Proben mit rekombinantem ORF2-Protein erscheinen, sind als unspezifisch zu 
bewerten. 
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Abbildung 23: Immundetektion der rekombinanten ORF2-Proteine mit monoklonalem 
Maus-Antikörper. Auf der Membran sind Proteinbanden bei ca. 53,5 kDa bei den Zellpellets 
der Genotypen 1, 2 und 3 und beim Zellkulturüberstand des Genotyps 3 zu sehen. 
Proteinmarker = SeeBlue Plus2; Zellen = Zellpellets aus Proteinexpression; Überstand = 
Zellkulturüberstand aus Proteinexpression; M = Mock-Kontrolle, d. h. original Baculovirus 
(AcMNPV); 1 - 4 = rekombinante Baculoviren mit HEV-ORF2 der Genotypen 1, 2, 3 und 4 
(AcMNPV-ORF2-GT1-4); Durch das Einscannen hat sich die Qualität der Membran leider 
verschlechtert, sodass die Bande des Zellpellet von Genotyp 2 nicht mehr zu erkennen ist. 
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4.4. Nachweis der HEV-VLPs im Elektronenmikroskop 
Für den elektronenmikroskopischen Nachweis der HEV-VLPs  wurden 
Zellkulturüberstände aus der Proteinexpression (s. III/15.7.) mittels PEG-Fällung 
aufgereinigt (s. III/16.5.1.). In den aufgereinigten Proben konnten im 
Elektronenmikroskop Partikel mit einem Durchmesser von 27 nm nachgewiesen 
werden. Dies entspricht exakt der Größe, welche für den Durchmesser der HEV-
VLPs zu erwarten ist (LI et al., 2005b). Der elektronenmikroskopische Nachweis 
(s. Abb. 24) wurde für die HEV-VLPs der Genotypen 2, 3 und 4 erbracht. 
Genotyp 1 VLPs konnten nicht nachgewiesen werden. 
 
Abbildung 24: Elektronenmikroskopische Aufnahmen der HEV-VLPs (GT 3). HEV-VLPs 
des Genotyps 3 mit einem Durchmesser von ca. 27 nm (A). HEV-VLPs des Genotyps 3 und 
rekombinante Baculoviren mit einer Länge von ca. 260 nm (B). Aufnahmen angefertigt von 
Frau Dr. Neubauer-Juric und Frau Horvath, LGL Oberschleißheim. 
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V. DISKUSSION 
Die Bestimmung des für eine Hepatitis-E-Infektion verantwortlichen HEV-
Genotyps ist bislang nur im frühen Infektionsstadium möglich. Dazu wird HEV-
RNA aus Serum oder Stuhl isoliert, mittels RT-PCR vervielfältigt und 
anschließend der Genotyp durch Sequenzierung bestimmt. Im späteren 
Infektionsstadium ist der Nachweis von HEV-RNA (und somit eine 
Genotypisierung) nicht mehr möglich. 
Derzeit gibt es keine serologischen Tests, die zwischen den Genotypen 
differenzieren können. Gängige serologische Tests wie z.B. “HEV IgG ELISA” 
von Axiom Diagnostic, “recomLine HEV IgG/IgM” Immunoblot von Mikrogen 
und “HEV ELISA” von MP Diagnostics ermöglichen derzeit nur den pauschalen 
Nachweis von anti-HEV Antikörpern. Es ist anzumerken, dass die in der 
Standarddiagnostik eingesetzten Testkits auf bakteriell exprimierten Antigenen 
beruhen. 
In einer Vergleichsstudie mit 200 gesunden, im Gesundheitswesen beschäftigten 
Personen wurde bestätigt, dass diese drei Testsysteme große Differenzen 
bezüglich ihrer Sensitivität und Spezifität aufweisen. So variieren die Ergebnisse 
bezüglich der Seroprävalenz der anti-HEV-IgG-Antikörper von 29,5% (Axiom 
Diagnostics) über 18% (Mikrogen) bis hin zu 4,5% (MP Diagnostics) (WENZEL 
et al., 2013). 
Ein Ansatz zur Verbesserung der Sensitivität und Spezifität serologischer Tests 
zur HEV-Genotypisierung könnte die Expression der Antigene in einem 
eukaryotischen System sein. Da das ORF2-Protein natürlicherweise glykosyliert 
vorliegt (ZAFRULLAH et al., 1999) besteht darin möglicherweise der große 
Vorteil der baculoviralen Expression. Diese posttranslationale Modifikation 
könnte die Affinität der Antikörper zu den Antigenen und somit die Sensitivität 
und Spezifität entscheidend verbessern, da im bakteriellen Expressionssystem 
keine Glykosylierung möglich ist. 
Ziel dieser Arbeit war es, die Antigene aller vier humanpathogenen Genotypen 
des Hepatits-E-Virus in Form von HEV-VLPs herzustellen. Als Grundlage 
dienten dabei die Arbeiten von Li et al (LI et al., 2005a), in denen nachgewiesen 
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wurde, dass sich baculoviral exprimierte HEV-ORF2-Proteine (Genotyp 1) zu 
virus like particles assemblieren.  
Die Herstellung der rekombinanten Bacmide bMON14272-ORF2 war für 
repräsentative Stämme aller vier humanpathogenen Genotypen erfolgreich. Der 
Nachweis, dass die trunkierte ORF2-Gensequenz erfolgreich in das Bacmid 
integriert wurde, erfolgte mittels analytischer PCR und anschließender 
Sequenzierung der PCR-Produkte. 
Ebenso war die Herstellung der rekombinanten Baculoviren AcMNPV-ORF2 für 
alle vier Genotypen erfolgreich. Um die rekombinanten ORF2-Proteine 
nachzuweisen, wurden Zelllysate und Zellkulturüberstände von Sf9-Zellen, 
welche mit den vier rekombinanten HEV-ORF2 Baculoviren infiziert wurden, 
mittels SDS-PAGE aufgetrennt. Die Färbung der Proteine mit Coomassie zeigte 
keine ORF2-spezifischen Banden, da die Proteine des Insektenzellmediums diese 
überlagerten. Daraufhin wurden die aufgetrennten Proteine vom Gel auf eine 
Membran transferiert und eine Immunfärbung durchgeführt. Als Primärantikörper 
wurde humanes Patientenserum verwendet. Dieses Serum wurde in einer frühen 
Phase einer HEV-Infektion entnommen und war daher anti HEV-ORF2-IgM 
positiv und HEV-RNA positiv. Damit konnten in den aus der Proteinexpression 
stammenden Zellpellets die rekombinanten ORF2-Proteine aller vier Genotypen 
detektiert werden, wobei die Genotypen zwei und drei stärkere Banden 
ausbildeten als die Genotypen eins und vier. In den Zellkulturüberständen aus der 
Proteinexpression konnte der Nachweis für das Vorhandensein der ORF2-Proteine 
lediglich für die Genotypen 2, 3 und 4 erbracht werden, wobei die Bande des 
Genotyps 3 deutlich stärker ist als die Banden der Genotypen 2 und 4. Womöglich 
sind die ORF2-Proteine des Genotyps 1 nicht bzw. in zu geringer Konzentration 
in den Zellkulturüberstand freigesetzt worden, sodass in diesem Fall keine Bande 
nachzuweisen war. 
Die unterschiedliche Bandenstärke könnte dadurch bedingt sein, dass durch die 
Proteinexpression für jeden Genotyp eine individuelle Menge an HEV-ORF2-
Proteinen hergestellt wurde. Das würde bedeuten, dass die Genotypen 2 und 3 in 
größerer Menge exprimiert wurden als die Genotypen 1 und 4.  
Die schwache Bande des Genotyps 1 ist möglicherweise auch dadurch zu 
erklären, dass die codonoptimierten Gensequenzen der Genotypen 2, 3 und 4 im 
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baculoviralen System in wesentlich höherer Konzentration exprimiert wurden als 
die Wildtypsequenz des Genotyps 1. Allerdings stammt das verwendete humane 
Patientenserum von einer Patientin mit Reiseanamnese (Pakistan). Das würde eine 
Infektion mit Genotyp 1 nahelegen. Es stellt sich die Frage, wie sehr sich die 
Epitope der vier Genotypen ähneln. In einer Studie konnte gezeigt werden, dass 
mindestens ein genotypunspezifisches Epitop auf dem ORF2-Protein des 
Genotyps 4 existiert, an das die HEV-Antikörper aller vier Genotypen binden 
(ZHANG et al., 2009). Eventuell besitzen die Antikörper aus dem Patientenserum 
für die Antigene HEV-ORF2 der Genotypen 2 und 3 zwar eine niedrigere 
Affinität als für das Antigen HEV-ORF2 des Genotyps 1; es ist jedoch denkbar, 
dass aus der Gesamtsumme der niedrig affinen Einzelbindungen an die größere 
Menge des exprimierte HEV-ORF2 Antigen des Genotyps 2 und 3 eine hohe 
Avidität resultiert, welche sich in den starken Banden wiederspiegeln.  
Somit konnte die erfolgreiche Expression der rekombinanten HEV-ORF2-
Proteine aller vier Genotypen nachgewiesen werden. Zudem wurde dadurch 
gezeigt, dass die rekombinanten HEV-ORF2-Antigene aller vier Genotypen mit 
genotypunspezifischen Epitopen serologisch reaktiv sind. 
In einem zweiten Nachweisverfahren kam als Primärantikörper ein monoklonaler 
Maus-Antikörper zum Einsatz. Mit diesem ließen sich spezifische ORF2-Protein-
Banden der Genotypen 1, 2 und 3 nachweisen, nicht jedoch des Genotyps 4. 
Abbildung 27 zeigt die Aminosäuresequenzen der trunkierten HEV-ORF2-
Proteine. Diese besitzen zwei mögliche Epitope, an die der monoklonale 
Antikörper spezifisch für Genotyp 1, 2 und 3 binden könnte. Dabei wurde 
bezüglich der Epitoplänge von sechs aufeinanderfolgende Aminosäuren 
ausgegangen (GRESSNER & ARNDT, 2007) (s. Abb. 25). 
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Abbildung 25: Sequenzalignment der HEV-ORF2-Proteine (Genotyp 1-4) auf 
Aminosäureebene mit den zwei möglichen Epitopen, an die eine spezifische Bindung des 
monoklonalen Antikörpers an ORF2 von Genotyp 1, 2 und 3 möglich wäre. Blau umrahmt: 
für Genotyp 4 spezifische Epitope; Gelb umrahmt: Abweichende Aminosäure in der 
Sequenz des Genotyps 4 im Vergleich zu der Sequenz der Genotypen 1, 2 und 3. 
 
Ferner konnte in elektronenmikroskopischen Aufnahmen für Genotyp 2, 3 und 4 
gezeigt werden, dass die rekombinanten HEV-ORF2-Proteine zu HEV-VLPs 
assemblieren. Für Genotyp 1 konnte der Nachweis im Elektronenmikroskop nicht 
erbracht werden. Sehr wahrscheinlich waren VLPs von Genotyp 1 in der für das 
Elektronenmikroskop aufgereinigten Probe in zu geringer Konzentration 
vorhanden.  
Um die Konzentration der HEV-VLPs in den Proben zu erhöhen, könnte die 
Aufreinigung der Proteinexpression mit einer Cäsium-Chlorid-Fällung erfolgen 
(LI et al., 2005b). Der Vorteil besteht darin, dass das Ausgangsmaterial lysierte 
Gesamtzellen sind, in welchen eine höhere ORF2-Proteinkonzentration zu 
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erwarten ist. Im Zellpellet von Genotyp 1 konnte via Westernblot eine 
entsprechende Proteinbande nachgewiesen werden. Diese  HEV-VLPs, welche 
sich nach der Proteinexpression noch in den Sf9-Insektenzellen befinden, werden 
durch die Lyse der Insektenzellen mittels eines Einfrier-Auftau-Vorgangs 
freigesetzt. 
Zur Entwicklung von sensitiveren und spezifischeren Tests zum anti-HEV-
Nachweis sowie zur Entwicklung von Tests, welche die Serotypisierung der vier 
humanpathogenen Genotypen ermöglichen, müssten die baculoviral exprimierten 
HEV-ORF2-Proteine im weiteren Vorgehen hochsauber aufgereinigt und 
anschließend quantifiziert werden. Die Aufreinigung könnte durch 
Dichtegradientenzentrifugation oder durch säulenchromatographische Verfahren 
erfolgen. Anschließend müssten die aufgereinigten HEV-ORF2-Proteine exakt 
quantifiziert werden, beispielsweise mit dem Bradford-Test. Hierfür wird der 
Farbstoff Coomassie-Brillantblau-G-250 genutzt. Dieser bildet in saurer Lösung 
mit den Proteinen Komplexe, wodurch sich das Absorptionsmaximum von 470 
nm (ungebundener Farbstoff) zu 595 nm (komplexierter Farbstoff) verschiebt. 
Durch photometrische Messung ist es möglich, auf die Proteinkonzentration der 
Probe zu schließen. Im weiteren Verlauf dieser Arbeit könnten mit dem Dot-Blot-
Verfahren äquimolare Proteinproben auf Membrane transferiert und mit 
aufgereinigtem HEV-Patientenserum beprobt werden. Dadurch könnte die 
serologische Reaktivität der HEV-ORF2-Proteine der vier humanpathogenen 
Genotypen verglichen werden. 
VI. Zusammenfassung     69 
VI. ZUSAMMENFASSUNG 
Ziel dieser Doktorarbeit war es, virus-like particles des Hepatitis E Virus, so 
genannte HEV-VLPs, aller vier humanrelevanten Genotypen herzustellen. 
Besonderes Augenmerk lag auf den zoonotisch übertragbaren Genotypen 3 und 4.  
Die Gateway Technologie der Firma Invitrogen wurde verwendet, um von jedem 
Genotyp einen Expressionsvektor zu erzeugen, welcher die trunkierte ORF2-
Gensequenz enthält. Dafür wurde die Gensequenz in den Zielvektor pDEST8 
kloniert. 
Zur Herstellung rekombinanter Viruskapsidproteine wurde das Bac-to-Bac 
Baculovirus Expressions System der Firma Invitrogen verwendet. Das 
rekombinante Plasmid, der sog. Expressionsvektor, wurde in E. coli DH10Bac 
transformiert. Ist die Transposition in das enthaltene AcMNPV-Bacmid 
erfolgreich, wird die Expression des LacZα-Peptids verhindert. Dadurch konnten 
Kolonien mit rekombinantem Bacmid durch Blau-Weiß-Selektion isoliert werden. 
Das Vorhandensein des Inserts wurde durch PCR und anschließende 
Sequenzierung der PCR-Produkte bestätigt. Die Herstellung rekombinanter 
Baculoviren erfolgte durch Transfektion der rekombinanten AcMNPV-Bacmide 
in Sf9-Insektenzellen. Die daraus resultierenden Viren wurden unter Verwendung 
von Sf9ET-Insektenzellen zum Endpunkt titriert, um den TCID50/ml-Wert 
bestimmen zu können. Aus ihm errechnet sich das benötigte Volumen für die 
weitere Amplifikation des Virusstocks. Der amplifizierte Virusstock wurde 
geerntet und nochmals zum Endpunkt titriert. Mit diesem hochtitrigen P1-
Virusstock wurden Sf9-Insektenzellen mit einem MOI von 10 infiziert, um große 
Mengen rekombinanter ORF2-Proteine herzustellen.  
Zum Proteinnachweis diente die indirekte Immundetektion. Hierzu wurden 
humanes Patientenserum und ein monoklonaler Maus-Antikörper verglichen. Mit 
dem humanen Patientenserum (polyklonale Antikörper) konnten alle vier 
Genotypen detektiert werden. Der monoklonale ORF2 Antikörper aus Maus-
Hybridomazellen detektierte hingegen nur die Genotypen 1, 2, und 3; nicht jedoch 
Genotyp 4. Das deutet auf die Existenz genotypspezifischer Antikörper hin.  
Für den elektronenmikroskopischen Nachweis von HEV-VLPs wurden die 
Zellkulturüberstände der Proteinexpressionen mit einer Polyethylenglykol-Fällung 
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aufgereinigt. Elektronenmikroskopische Aufnahmen der assemblierten HEV-
VLPs gelangen für die HEV Genotypen 2, 3 und 4.
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VII. SUMMARY 
The objective of this thesis is to develop virus-like particles of the hepatitis E 
virus, so-called HEV-VLPs, from all four human-pathogenic genotypes. Particular 
attention has been paid to the zoonotic HEV genotypes 3 and 4. 
The Gateway Technology from Invitrogen was used to create an expression clone 
for each genotype, which contains the truncated gene sequence ORF2. Therefore 
the gene sequence was cloned into the destination vector pDEST8. 
The Bac-to-Bac Baculovirus Expression System from Invitrogen was used for 
synthesising recombinant virus capsid proteins. The recombinant plasmid, the so-
called expression clone, was transformed into E. coli DH10Bac. A successful 
transposition in the containing AcMNPV-bacmid inhibits the expression of the 
LacZα peptide. As a result colonies including the recombinant bacmid could be 
isolated by blue/white selection. The insert sequences were verified by 
sequencing. To produce recombinant baculoviruses, the recombinant AcMNPV-
bacmids were transfected in Sf9 insect cells. The end-point dilution assay was 
used to determine baculovirus titers and TCID50/ml. Therefore we used the Sf9 
Easy Titer cell line. From these results we calculate the required volume for virus 
stock amplification. These amplified stocks were harvested and titrated again by 
EPDA. Sf9 insect cells were infected with this high-titer P1 baculovirus stock 
using an MOI of 10 to produce large quantities of recombinant ORF2 proteins. 
Indirect immunodetection was used for protein verification. For this purpose 
human patient serum was compared with mouse monoclonal antibody. The human 
patient serum (polyclonal antibodies) was able to detect all four genotypes. The 
monoclonal antibody from mouse hybridoma cells could detect only genotypes 1, 
2 and 3; but not genotype 4. This discovery suggests the existence of genotype 
specific antibodies. 
To show self-assembling of HEV ORF2 proteins to VLPs by electron microscopy, 
the proteins in the supernatant of protein expression were purified by 
polyethyleneglycol precipitation. Electron microscopic pictures, which show self-
assembled HEV VLPs, could be taken for HEV genotypes 2, 3 and 4.
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